

















Die Bedeutung des Calciums fiir die Gattung Citromyces. 
Von 
8. J. Kusnetzov. 
(Aus dem Laboratorium fiir Pflanzenphysiologie der I. Moskauer Universitat.) 


(Eingegangen am 10, Februar 1925.) 


I, Einleitung. 

Die Physiologie der Citromycesarten interessierte die Forscher 
hauptsaichlich im Zusammenhang mit der Frage nach der Bildung 
von Citronensiure. Doch ist der Mechanismus der Citronensiure- 
bildung bis jetzt noch ungeklart. 

Dieser Umstand wurde seinerzeit von A. P. Artari und E. E. Uspenski 
damit erklart, daB die Physiologie des Citromyces im allgemeinen 
noch wenig erforscht ist. Indessen wiirde eine eingehende Erforschung 
der Ernahrungsphysiologie des Citromyces auch in praktischer Hinsicht 
von nicht geringem Interesse sein. Bekanntlich wird die Technik 
der Citronensiureherstellung nicht so sehr durch eine schlechte Aus- 
beute an Citronensiure behindert, als vielmehr durch die Schwierigkeit, 
sich vor Penicillium und adhnlichen Organismen zu schiitzen. Aus 
diesem Grunde wurden von £. £. Uspenski Versuche ausgefiihrt, 
welche bezweckten, eine zwar fiir Citromyces geeignete, jedoch fiir 
seine Konkurrenten unbrauchbare Nahrlésung herzustellen. Unter 
anderem wurden sehr gute Resultate mit einigen Nahrlésungen mit 
Calciumcarbonat und 0,3proz. KNO, als Stickstoffquelle erzielt. 
Ferner lag es nahe, Ca(NO,), anzuwenden, doch ging, wie die Versuche 
erwiesen hatten, in den Kulturen mit Calciumcarbonat und Ca(NO,), 
als Stickstoffquelle die Entwicklung des Pilzes langsamer vor sich, 
und die Ausbeute an Saure war nur unbedeutend. 

Daher machte mir Prof. 2. 2. Uspenski den Vorschlag, die Frage 
naiher zu untersuchen, ob’ die Anwesenheit des Ca-Ions, die Alkalitit 
der Nahrlésung oder irgend eine andere Versuchsbedingung eine schad- 
liche Wirkung auf die Kulturen verursache. 


II. Methodik der Versuche. 

Fiir die meisten Kulturen wurden Winogradskykolben benutzt. In jedes 
Kolbenglas wurden je 100 cem Nahrlésung gegossen, so daB der Boden des 
Kolbenglases mit einer 0,7 bis 1,0em hohen Schicht der Lésung bedeckt war. 

Die Nahrlésung bestand aus einer ungefihr 10proz. Zuckerlésung, der 
0,02 proz. MgS0O,, 0,05proz. KH, PO,, Spuren von Fe,Cl, und 0,05 Proz. N 
hinzugefiigt wurden. Als Stickstoffquelle dienten KNO,, Ca(NO,),. 
NH,NO,, (N H,), 80,. 
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Wenn eine konstante Reaktion der Niahrlésung erforderlich war, 
fiigten wir der Kultur bis zu m/15 einer Lésung von Phosphaten (K H, PO, 
und K,HPO,) als Puffer hinzu. 

Vor der Aussat wurde der Pilz durch einen Bohnenabsud (nach Mazé) 
mit 6- bis 10 Proz. Zucker hindurchgefiihrt. In jedes Kolbenglas wurden 
dreimal mittels einer Platindse Sporen ausgesét. Die Kulturen wurden 
im Thermostaten bei einer Temperatur von etwa 19 bis 22°C gehalten. 

Bei der Analyse der Kulturen mit einem Zusatz von Calciumcarbonat 
wurde letzteres in schwacher Salzsiure gelést, das Mycel wurde mit 
destilliertem Wasser ausgewaschen und auf ein Filter gebracht; das Filtrat 
brachten wir sodann auf ein bestimmtes Volumen. Zucker wurde nach 
Bertrand analysiert, die Citronensiure wurde in Form ihres Calciumsalzes 
durch Gewichtsanalyse bestimmt. Das Mycel wurde so lange bei 60°C 
getrocknet, bis sich sein Gewicht nicht mehr anderte, und danach gewogen. 

Die Reaktion der Lésung wurde kolorimetrisch, der Stickstoff nach 
Kjeldahl bestimmt. Eine Reinkultur des Citromyces glaber erhielten wir 
von Prof. W. Omeljanski. 


Ill. Die Grenze der Alkalitit und die fiir die Entwicklung des Citromyces 
glaber optimale Reaktion der Nihrlésung. 


Bei den Versuchen zur Ermittlung der optimalen Reaktion fiir die 
Entwicklung des Citromyces glaber bestand die Nahrlésung aus 10proz. 
Zucker und den entsprechenden Salzen. Der Stickstoff war in Form von 
KNO, enthalten. Die Reaktion wurde alle 2 Tage gepriift. Wahrend der 
ersten 4 Tage blieb sie fast unverindert, spiiter begann sie jedoch saurer 
zu werden, so da8 wir im voraus berechnete Mengen von KOH steril 
hinzufiigen muBten, um die Reaktion konstant zu erhalten. 

Der Entwicklungsgang des Mycels wird durch Tabelle I wiedergegeben. 
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Aus der Tabelle geht hervor, daB die optimale Reaktion fiir die Ent- 
wicklung des Citromyces glaber auf dem erwihnten Nihrboden einem 
Py von etwa 5,5 entspricht. Ferner ist zu erwarten, daB sich der Pilz bei 
einer nahezu neutralen und schwach alkalischen Reaktion nur unterhalb 
der Oberflaiche der Fliissigkeit entwickelt. 

Leider wurden die alkalischen Kulturen bei der Entnahme von Proben 
am neunten Tage mit Bakterien infiziert, daher fiihren wir das Gewicht 
des Mycels am Schlu8 des Versuchs nicht an. Der Versuch kann nur als 
ein vorlaufiger betrachtet werden, doch ist das Bild bereits derart deutlich, 
daB im vorliegenden Falle eine Auswertung nur deshalb nicht erfolgen kann, 
weil eine objektive Wiedergabe nicht méglich ist. 

Um den Grenzwert der fiir die Entwicklung des Citromyces glaber 
zulassigen Alkaliwerte genauer zu ermitteln, wurden Kulturen in Erlenmeyer- 
kolben von 60 ccm Inhalt mit 35 cem Nahrlésung aufgestellt. Der Stickstoff 
war in Form von KN O, enthalten, als Koblenstoffquelle diente Saccharose, 
die 2 Proz. invertierten Zucker enthielt. 

Bei py etwa 8,7 trat zwar eine Keimung der Sporen ein, doch ent- 
wickelte sich das Mycel nicht. Bei py 9,0 fand iiberhaupt keine Entwicklung 
statt. 

IV. Einflu8 der Calciumionen auf die Entwicklung des Citromyces glaber 
und auf die Bildung von Citronensiure. 

Wie bereits von Z. 2. Uspenski beobachtet wurde, ist in Kulturen 
mit Calciumcarbonat und Ca(NO,), als Stickstoffquelle die Entwicklung 
des Pilzes eine sehr geringe und die Ausbeute an Citronensiaure ist 
unbedeutend im Vergleich mit den Kulturen, bei denen Ammonium- 
salze und KN QO, als Stickstoffquelle dienten. Dies geht aus Tabelle I 
mit groBer Deutlichkeit hervor. 


Tabelle I]. 
Als Zucker wurde Glucose benutzt. 
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Citronensfure ..... 24 23 23,8 25,0 169 21,3 
Stickstoff des Mycels in mg 29,1 283 466 — — — 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, wurden (NH,),5O,, NH,NO,, 
KNO, und Ca(NQ,), in ihrer Eigenschaft als Stickstoffquellen unter- 
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sucht. Die beste Ausbeute an Citronensiure wurde in einer Nahr- 
lésung mit (NH,),SO, als Stickstoffquelle, und zwar in Kulturen mit 
Calciumcarbonat erzielt. 

Darauf folgen KNO,;, NH,NO, mit 0,05 Proz. N, NH,NO, 
mit 0,1 Proz. N und an letzter Stelle Ca(NO ;),. KNO, steht dem 
(NH,),S0O, hinsichtlich seines Nahrwerts fast gar nicht nach. Bei 
Erhéhung der (NH,) NO,-Menge von 0,05 bis zu 0,1 Proz. N verringert 
sich die Ausbeute an Citronensiure von 21,3 bis auf 16,9 Proz. 

Die Kulturen mit Ca(NO,), als Stickstoffquelle und mit Calcium- 
carbonat scheinen ihrem Aussehen nach zu hungern; die Ausbeute 
an Citronensiure betrigt nur 2,3 Proz. 

Bei einer erhéhten Calciumnitratmenge entwickelt sich der Pilz 
in einer Calciumcarbonat enthaltenden Lésung schlechter, die Ausbeute 
an Citronensiure wird nicht gesteigert. 

Wenden wir uns nunmehr den Kulturen ohne Calciumcarbonat, 
d. h. mit einer sauren Nahrlésung, zu (die unmittelbare Priifung der 
Reaktion ergibt, daB Citromyces glaber in Kulturen mit Ca(NO,), 
die Lésung bis zu py = 2,6 ansiuert), so erreicht das Mycel seine 
iippigste Entwicklung in einer Lésung mit erhéhter Beigabe von 
Ca(NO ,).. Wir kénnen daraus den SchluB ziehen, daB das Ca(NO,), 
in einer sauren Lésung im Gegensatz zu den Kulturen mit Calcium- 
carbonat eine geeignete Stickstoffquelle bildet und das Ca-Ion keinen 
schadlichen EinfluB ausiibt. 

Gleichzeitig zeigt bereits dieser Versuch, daBi die Wirkung von 
Ca(NO,), weder der physiologischen Alkalitat, noch dem Mangel an 
Stickstoffnahrung zugeschrieben werden darf. Wenn die physiologische 
Alkalitat von Ca(NO,), wirklich eine Rolle spielen wiirde, so miiBte 
dieses ebenso deutlich auch bei KNO, in Erscheinung treten. Ware 
ferner das Ca(NQ,), lediglich eine schlechte Stickstoffquelle, so miiBte 
die VergréBerung seiner Menge um das Doppelte eine Besserung herbei- 
fiihren. Da dies aber nicht eintrat, vielmehr das Gegenteil beobachtet 
wurde, so ist es klar, daB die schlechte Assimilation des Stickstoffs 
in diesem Falle bereits eine sekundare Erscheinung ist, die mit der 
allgemeinen Vergiftung im Zusammenhang steht. 

Demnach kann eine giftige Wirkung des Ca-lons angenommen 
werden, die sich jedoch nur in einer alkalischen oder schwach sauren 
Lésung zeigt. 

Nachdem somit als wahrscheinlich festgestellt worden war, dab 
ein Uberschu8 an Calciumsalzen giftig sei, fiihrte ich eine Serie von 
Versuchen aus, in denen mehr Mg zugesetzt wurde, um die Wirkung 
der Ca-Ionen abzuschwiichen. Diese Reihe sollte tiberdies die Er- 
gebnisse des vorhergehenden Versuchs in bezug auf die Stickstoff- 
quellen bestatigen. 
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Aus Tabelle III ist zu ersehen, daB bei einer starkeren Kon- 
zentration von MgSO, die schadliche Wirkung des Ca-lons tatsachlich 
etwas abgeschwicht wird. Hinsichtlich der Stickstoffquellen finden 
die Resultate des vorhergehenden Versuchs ihre Bestatigung, wobei 
die giinstige Wirkung von MgSO, auch in den Kulturen mit KNO, 
sich geltend zu machen scheint. 

Die folgende Versuchsreihe bildet eine unmittelbare Fortsetzung 
der vorhergehenden. Hier wollten wir die in der Literatur vorhandenen 
Angaben hinsichtlich der Entwicklungshemmung des Mycels wahrend 
der ersten Tage der Entwicklung in den Kulturen mit Calciumcarbonat 
priifen; ferner sollte die optimale Konzentration von MgSO, in den 
Kulturen mit Calciumcarbonat und Ca(NQO 5), ermittelt, sowie fest- 
gestellt werden, welchen Einflu8 die Art der Sterilisierung der Nahr- 
lésung auf die Ausbeute an Citronensdure ausiibt. 

Zur Neutralisation versuchten wir Phosphorit, MgC O, und Calcium- 
carbonat zu benutzen. Als Zuckerquelle diente Glucose. Temperatur 
des Versuchs 18 bis 20°C. 

Wie aus der Tabelle IV zu ersehen, ist fiir die Ausbeute an Citronen- 
siure in einer Lésung mit Calciumecarbonat und mit 0,05 Proz. N in 
Form von Ca(NQ,), eine Konzentration von 0,3 Proz. MgSO, eine 
optimale. 

Bei einer starkeren Konzentration tritt zu der schadlichen Wirkung 
der Ca-Ionen auch eine solche der Mg-lonen hinzu. 

Wird den Kulturen mit Ca(NO,), zum Zwecke der Neutralisation 
statt CaCO, MgCO, zugesetzt, so steigt die Ausbeute an Citronen- 
siure um etwa 3 Proz., wenn man auf den verbrauchten Zucker be- 
rechnet, und um 20 bis 30 Proz. gegeniiber der Ausbeute an Citronen- 
saure, die man mit CaCO, erhalt. 

Die Entwicklung des Pilzes geht wahrend der ersten Tage infolge 
einer gréBeren Alkalitaét des MgCQO, sehr langsam vor sich; so wurde 
die Entwicklung des Mycels erst eine Woche nach der Aussaat bemerkbar. 

Die Neutralisation mit Phosphorit (gemahlenem Phosphorit aus 
den Juraablagerungen von Studjenyi Owrag bei Moskau) hatte ein 
negatives Resultat ergeben — es bildeten sich nur einige wenige Spharo- 
kristalle von citronensaurem Calcium. Die Art der Sterilisation der 
Lésung ist, wie ein Vergleich der Tabellen III und IV zeigt, von groBer 
Bedeutung. 

Sterilisiert man die Nahrlésung mit dem Calciumcarbonat zusammen 
(die Ammoniumsalze natiirlich gesondert) im Autoklaven bei 120° 
im Verlauf von 20 Minuten, so bilden sich auf Ca(NQO,),, wie aus 
Tabelle II zu ersehen, 4.5 Proz. Citronensiure. Wenn aber das Calcium- 
carbonat trocken getrennt sterilisiert und vor der Aussat des Pilzes 
der Nahrlésung steril zugefiigt wird (die Nahrlésung wurde ebenfalls 
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im Autoklaven sterilisiert), so betragt die Ausbeute an Citronensiure 
10,9 Proz. (Tabelle III). Dieses Ergebnis ist dadurch zu erkliren, 
daB das Zusetzen des Calciumcarbonats nach der Sterilisation das 
Py um 0,2 bis 0,3 verringert. 

In derselben Versuchsserie gelang es uns, quantitativ die friihere 
Beobachtung zu bestatigen, daB die anfingliche Entwicklung des 
Pilzes in einer Calciumcarbonat enthaltenden Nahrlésung stark ver- 
langsamt wird, obgleich in der Folge das Gewicht des Mycels in den 
Kulturen mit Calciumcarbonat sogar gréBer ist als in den Kulturen 
ohne Calciumcarbonat. Dies steht in direkter Beziehung zu der durch 
CaCO, hervorgerufenen Alkalitat; diese wird unwirksam, sobald der 
Pilz anfangt, Citronensiure zu bilden. 

Was den ékonomischen Koeffizienten anbetrifft, so ist er anfangs 
in den Versuchen ohne Calciumcarbonat nicht sehr gering (etwa 0,34). 
Wenn alsdann die Lésung tibermaBig sauer wird, geht er bis auf 0,23 
herunter. Wird Calciumcarbonat zugesetzt, so zeigt sich die Verringerung 
des ékonomischen Koeffizienten mit dem Alter weniger deutlich, 
besonders bei gréBeren Beigaben von MgSO,. Da hierdurch gleich- 
zeitig eine Anhaiufung von Citronensiure hervorgerufen wird, in der 
etwa ein Drittel der Zuckerenergie gebunden bleibt, so erweist sich 
der é6konomische Koeffizient der verbrauchten Energie in diesem 
Falle bedeutend héher. 

Um die schidliche Wirkung der Calciumionen von einer derartigen 
der Alkalitat endgiiltig zu trennen, nahmen wir eine Reihe von Kulturen 
vor, denen lésliche Calciumsalze zugesetzt wurden. 

Die Nahrlésung enthielt Saccharose und den gewéhnlichen Zusatz 
von MgSO, und KH,PO,. Die Stickstoffquelle bildeten 0,05 Proz. N 
(NH,),SO,. AuBerdem wurden verschiedene Calciumsalze zugesetzt, 
um die Wirkung der Calciumionen von der Wirkung der Saureanionen 
zu sondern. Die Calciumsalze wurden derart zugesetzt, daB die Menge 
der Salze, auf Calcium bezogen, 0,05 Proz. betrug. Alle Kulturen 
enthielten Calciumcarbonat. Die Dauer der Kulturen betrug 21 Tage. 

Fiir die Kulturen wurden Winogradskykolben benutzt; die Nahrlésung 
wurde in solchen Mengen genommen, da®8 ihre Schicht nicht héher als 
5 bis 10mm war. Sobald die Kultur beendet war, wurde die Reaktion 
bestimmt, wobei die Fliissigkeit mit Hilfe des Schnabels abgegossen wurde, 
um eine starke Durchschiittelung der Kultur zu vermeiden. 

Die Tabelle V zeigt deutlich den EinfluB des léslichen Calcium- 
salzes, d. h. des Calciumions, auf die Entwicklung des Citromyces 
glaber in einer schwach alkalischen und einer fast neutralen Lésung. 
Vergleichen wir die Kulturen mit einem Zusatz von (NH,),SO, mit 
solchen Kulturen, die auBer (NH,).SO, noch CaSO, enthalten, so 
sehen wir, daB trotz der gleichen Anderung der Reaktion von py 8,3 
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Tabelle V. 





Ca(NOg3)o CaCl, CaSO, 


N 6 ; 4 : . : . NH,),SO 
Zusatze zu der Nahriésung Ca(NOs5)o (NH,)2SO, | (NH,)2SO, (NH,)2 SO, (NH4)9 SO, 


* a 8.4 8.3 8.3 83 8.3 

Pu vor der Ausast \b 8,5 8,3 8,3 83 83 
Py am Ende des Ver- | a 6,9 58 6,7 6,3 6,3 
suchs lb 7,3 5.6 63 65 65 
, 1 fa] 053 0,58 0,53 0,43 0,90 
Gewicht des Mycels |}! 9/31 0,85 0,43 0.43 1,20 
Mittel 0,42 071 0,48 0.43 1,05 

Ca in mg in 100cem am 

Anfang des Versuchs 66 Cd 46 51 68 ll 


bis pu 6,4 (im Mittel) in den Kulturen ohne CaSO, das Mycel ein 
mittleres Gewicht von 1,05g erreicht, waihrend gleichzeitig in der 
Kultur mit CaSO, das Gewicht des Mycels nur 0,43 g betriagt. Auch 
in allen anderen Kulturen, denen lésliches Calciumsalz zugesetzt wurde, 
war das Gewicht des Mycels fast um die Hilfte geringer als das ent- 
sprechende Gewicht in den Kulturen ohne Zusatz von ldéslichem 
Calciumsalz. 

Daraus folgt, daB das Calciumion bei einer neutralen oder fast 
neutralen Reaktion der Nahrlésung zweifellos giftig wirkt. Das Saure- 
anion des Calciumsalzes ist ohne Bedeutung. Die Wirkung eines Zu- 
satzes von léslichem Calciumsalz in Gegenwart von CaCO, und 
(NH,),SO, erscheint keineswegs paradox, denn bei der Betrachtung 
der zwischen den Salzen bestehenden Gleichgewichtsbedingungen ist 
auch die entstehende Citronensiure zu beriicksichtigen, die in der 
alkalischen Lésung fast das gesamte Calcium ausfallt, so daB merkbare 
Mengen von Calcium nur in einer gewissen Entfernung von dem Calcium- 
carbonat méglich sind, wo die Reaktion eine saure oder nahezu neutrale 
ist. Unter diesen Umstanden spielt die Héhe der Schicht der Nahrlésung 
und die Reinheit der Glucose eine ungemein wichtige Rolle. Vielleicht 
bildet dieses die Ursache fiir die Widerspriiche bei den verschiedenen 
Autoren. 

Die unmittelbare Priifung der Calciummenge der Lésung zeigt, 
daB bei einem Zusatz von léslichem Calciumsalz, trotz der alkalischen 
Reaktion und der Gegenwart von Phosphorsaure, die Menge des Calciums 
in der Lésung bedeutend zunimmt (68 mg anstatt 11 mg im Falle 
CaSQ,). 


V. Stickstoffaufnahme des Mycels bei einer alkalischen und sauren Reaktion 
der Nihrlésunc. 


Die Versuche Sabinins haben gezeigt, dab die Adsorption von 
Ammonium und Salpetersiure bei einem Eintauchen des Wurzel- 
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systems der Keimlinge héherer Pflanzen in eine Lésung von NH,NO, 
bei wechselnder Reaktion der Nahrlésung auf verschiedene Weise 
vor sich geht. Eine ahnliche Erscheinung konnte auch bei den niederen 
Pflanzen beobachtet werden. Die Niahrlésung war die gleiche wie in 
den anderen Versuchen: Stickstoff in Form von K NO, und (NH,),SO, 
(0,05 Proz. N). Als Kohlenstoffquelle diente Saccharose. Die Kulturen 
wurden mit Calciumcarbonat neutralisiert, ihre Dauer betrug 17 Tage. 
Als Materia] fiir die Aussaat diente ein dem Citromyces siderophillus 
Lieske ahnlicher Pilz, dessen Reinkultur wir im Sommer 1923 auf der 
hydrobiologischen Station bei dem Glubokoje-See erhielten. 


Tabelle V1. 





| 
KNOs 0.05 ProzN | (NH4)2504 | 005 Broz. S 
0,05 Proz. Ny CaCO, Co Pes. B's CeCO, 


Gewicht des Mycels lb ke ye 4 — 1,12 

Mittel. .. 1,33 1,28 154 1,12 

Stickstoffmenge im {a .. . 39,3 28,4 33,0 30,2 
Mycel in mg . Sere 39,8 318 36,6 

Stickstoffgehalt des ja... 3,1 2,2 2,2 2,7 
Mycels in Proz. lb ; 29 25 23 

Mittel. . . 3,0 2.3 2,3 2,7 

Ausbeute an Citronenséure { a 031 18 0,01 1,31 
auf 1g Mycel lb 0,74 19 0,03 

Mitte] 0,78 : i 0,01 1,31 

Ausbeute an Citronensiure | a 19,9 30,1 0,0 25,8 
in Proz. des Zuckers b J 16,5 34,1 0.0 

Mittel 18,2 32,1 00 25,8 


Wie aus der angefiihrten Tabelle VI zu ersehen, beeinfluBt die 
Reaktion der Nahrlésung die Stickstoffaufnahme des Mycels in hohem 
Grade. So enthailt das Mycel in den Kulturen mit Nitratstickstoff 
in saurer Lésung 3 Proz. N und in den Kulturen mit Calciumcarbonat 
2,3 Proz. N. Der Ammoniumstickstoff tritt’im Gegenteil in alkalischen 
Kulturen (mit Calciumcarbonat) besser in das Mycel ein als in sauren. 
In ersteren enthalt das Mycel 2,7 Proz. N, in Kulturen ohne Calcium- 
carbonat aber nur 2,3 Proz. 

Hierbei darf man wohl annehmen, dab die Héhe der Fliissigkeits- 
schicht von groBber Bedeutung fiir die Entwicklung des Pilzes ist. 
Bildet die Nahrlésung in den Kulturen mit Calciumcarbonat eine hohe 
Schicht, so kann die Fliissigkeit infolge der langsamen Diffusion der 
Citronensiure in unmittelbarer Nahe des Mycels stark angesiuert 
werden, und wenn als Stickstoffquelle Ammonium dient, wird der 
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Eintritt des Stickstoffs in das Mycel trotz des Uberflusses an Ammonium- 
salzen in der Lésung stark gehemmt werden. 

Die gewonnenen Resultate sind ferner, wie EH. E. Uspenski in 
seinen Vorlesungen bereits erwihnt hatte, fiir die Erklarung des Mecha- 
nismus der Entstehung von physiologischen Rassen von groBem Inter- 
esse. Der Pilz kann neue physiologische Eigenschaften erhalten, wenn 
sie autokatalytisch zu wirken vermégen. Gerade das ist bei der beob- 
achteten Erscheinung der Fall. Die saure Reaktion der Lésung ver- 
ringert die Aufnahme von NHs, und dieses fiihrt wiederum zu einer 
vermehrten Bildung von Citronensiure. Dadurch wird der Mecha- 
nismus des Mazé-Verfahrens verstandlich. 


VI. Ergebnisse der Versuche. 


1. Die optimale Reaktion fiir die Entwicklung des Citromyces 
glaber in einer Saccharoselésung mit K NO, als Stickstoffnahrung ist 
bei py (etwa) 5,5. Die Héchstgrenze der fiir die Entwicklung zulissigen 
Alkalitat liegt bei py (etwa) 8,7. In einer alkalischen Lésung keimen 
die Sporen unterhalb der Oberflache der Fliissigkeit. 

2. Die geeignetste Stickstoffquelle fiir Citromyces glaber bildet 
in unseren Versuchen (NH,),8O,; KNO, ist fiir die Ernihrung dem 
(NH,),SO, fast gleichwertig. 

3. Bei VergréBerung der Menge von NH,NO, verringert sich in 
den Kulturen mit Calciumcarbonat die Ausbeute an Citronensiure ; 
der Pilz entwickelt sich besser. 

4. In einer schwach alkalischen und neutralen Lésung iibt die 
Gegenwart des Ca-Ions in der Lésung eine schidliche Wirkung auf 
die Bildung der Citronensiure und auf die Entwicklung des Pilzes 
aus. Ein Zusatz von léslichem Mg-Salz neutralisiert zum Teil die 
schidliche Wirkung des Ca-Ions. Die Art der Sterilisation der Lésung 
(Caleiumcarbonat mit der Lésung zusammen oder beide getrennt; 
die Ammoniumsalze natiirlich getrennt) ist von groBer Bedeutung. In 
einer sauren Lésung iibt das Ca-Ion keinen schidlichen Einflu® aus. 

5. Der Nitratstickstoff tritt in einer sauren Lésung leichter in 
das Mycel ein als in einer alkalischen. Ammoniumstickstoff tritt in 
einer alkalischen Lésung (Kulturen mit Calciumcarbonat) leichter in 
das Mycel ein als in einer sauren,. 


Herrn Prof. £. £. Uspenski spreche ich hiermit fiir die mir bei 
meiner Arbeit erwiesene wertvolle Unterstiitzung meinen aufrichtigen 


Dank aus. 








Einfache Methode 
zur Bestimmung des Zuckers im Liquor cerebrospinalis. 


Von 
Josef Csapo. 


(Aus der mit dem Stefanie-Kinderspital in Verbindung stehenden 
medizinischen Kinderklinik in Budapest.) 


(Eingegangen am 14. Februar 1925.) 


Die Diagnose der meningealen und cerebralen Erkrankungen bzw. die 
Differenzierung derselben von anderen Krankheiten stellt die Kliniker 
éfters vor die schwierigsten Aufgaben. Besonders im Anfang der Krankheit, 
wenn die klinischen Symptome noch nicht ausgesprochen sind, fiihlt man 
eine gewisse Unsicherheit bei der Aufstellung der Diagnose. Es kommt 6fters 
vor, daB sogar die Untersuchung des EiweiB-, Zellen- und Bakteriengehalts 
des Liquor cerebrospinalis nicht zur sicheren Diagnose fiihrt. Es bedeutete 
in der Liquordiagnostik einen groBen Fortschritt die von Steiner!) und 
Cséki*) durch systematische Untersuchungen gemachte Feststellung, dab 
der Zuckergehalt des Liquor cerebrospinalis bei den meningealen Ent- 
ziindungen eine starke Abnahme zeigt. Bei der Differentialdiagnose der 
Meningitiden einerseits, Abscessus und Tumor cerebri andererseits fiihrt 
uns der Zuckergehalt des Liquor cerebrospinalis auf den richtigen Weg. 

Seit den Untersuchungen Steiners wird an unserer Klinik in den 
meningitisverdachtigen Fallen neben dem Eiweib-, Zellengehalt usw. 
des Liquors auch der Zuckergehalt in jedem Falle bestimmt. Die 
Resultate stimmen mit Steiners Feststellung vollkommen iiberein. Es 
ist also wiinschenswert, daB die Bestimmung des Zuckers im Liquor 
cerebrospinalis in weiterem Kreise Anwendung finde. DaB die Zucker- 
bestimmung noch nicht geniigend weit verbreitet ist, haben vielleicht 
methodische Schwierigkeiten verursacht. Steiner arbeitete bei seinen 
Untersuchungen mit der Methode von Bang, deren Ausfiihrung mehr 
oder weniger laboratoriumstechnische Geschicklichkeit und auBerdem 
viel Zeit erfordert auch in dem Falle, wenn die notwendigen Lésungen, 
Kolben, Pipetten vorbereitet sind. An dieser Schwierigkeit will ich 
mit der folgenden Methode helfen, welche aus den bisher bekannten, 
viel gebrauchten Methoden mit einigen Anderungen zusammengestellt 


wurde. 


') Steiner, Jahrb. f. Kinderheilk. 102. 
2) Cséki, Magyar Orv. Arch. 5, 1923. 
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Die Methode ist auf dem Bertrandschen Prinzip aufgebaut. Cu(OH), 
wird im alkalischen Medium zu Cu, O reduziert, welches sich als roter Nieder- 
schlag ausscheidet. Das Cu,O wird isoliert, im schwefelsauren Ferrisulfat 
gelést und die durch Cu,O reduzierte Ferrisulfatmenge mit K MnO, be- 
stimmt. 

Notwendige Lésungen. 


1. Bangsche Extraktionsfliissigkeit (s. Pincussen, Mikromethodik). 

2. Bangsche Alkalilésung (75 g K,CO, + 20 g Seignettesalz werden 
in Wasser gelést und auf 1000 ccm aufgefiillt). 

3. Ferrisulfatlésung nach Bertrand (50g Fe,(SO,), + 200cem kon- 
zentrierter H,SO, sind mit Wasser auf 1 Liter zu fiillen). 

4. 5proz. CuSO,-Lésung. 

5. n/l0 KMnQ,. 


Ausfiihrung der Bestimmung. 

In eine reine trockene Eprouvette pipettiert man 1,5 ccm Liquor 
und 3cem Bangsche Extraktionsfliissigkeit, welch letztere die Eiweib- 
kérper ausfallt. Durch ein kleines Filterchen von guter Qualitat wird 
die Fliissigkeit in eine andere Eprouvette filtriert. Von dem Filtrat 
setzt man 3cem (l ccm Liquor) in ein mit schwefelsaurem Kalium- 
bichromat gut ausgewaschenes, ein wenig ausgezogenes Zentrifugier- 
réhrchen von 10 bis 12ccm Inhalt, nun gibt man leem Bangsche 
Alkalilésung, 2 cem destilliertes Wasser und 3 bis 4 Tropfen CuSO, 
dazu’). Mit einem diinnen Glasstab wird der Réhrcheninhalt gut 
umgeriihrt und in ein Wasserbad von 70 bis 80° C gestellt. Als Wasser- 
bad diente mir ein mit Wasser gefiilltes Becherglas. Vom Beginn des 
Siedens des Wasserbades wird der Réhrcheninhalt 5 Minuten lang 
gekocht, inzwischen scheidet sich das Cu,O als roter Niederschlag 
aus. Jetzt nimmt man das Zentrifugierréhrchen aus dem Wasserbad 
und zentrifugiert stark 3 bis 5 Minuten lang, damit sich das Cu,O 
auf den Boden des Réhrchens niedersetzt. Die iiber dem Niederschlag 
stehende Fliissigkeit wird mit einem Glasrohr, dessen eines Ende zu 
einer Kapillare ausgezogen ist, mit Hilfe einer Gummikappe abgesaugt, 
es bleibt im Réhrchen etwa 0,1 ccm Fliissigkeit zuriick. Nun gibt 
man in das Zentrifugierréhrchen 1,5ccm schwefelsaures Ferrisulfat 
und riihrt mit einem Glasstab (zu diesem Zwecke ist empfehlenswert, 
eine an beiden Enden eingeschmolzene Kapillare zu gebrauchen) 
mehrmals um, damit das Cu, O in Lésung geht, und titriert tiber weibem 
Grund mit n/100 KMnO,, bis die Farbe der Permanganatlésung 
1 Minute bestehend bleibt. Wahrend des Titrierens ist es zweckmabig. 


1) Man kann auch die folgende Zusammenstellung nehmen: 1,5 cem 
Liquor und 4,5 ccm Extraktionsfliissigkeit. Von dem Filtrat nimmt man 
4 cem (1 cem Liquor) und setzt 1 cem Alkali und 1 cem destillierten Wassers 
hinzu. 
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das schwefelsaure Ferrisulfat mit einem Glasstab éfters umzurihren. 
Vom Beginn des Titrierens an nimmt man den Glasstab aus dem 
Zentrifugierréhrehen nicht heraus, um etwaige Ferrisulfatverluste zu 
vermeiden. Das n/100 KMnO, wird aus einer n/10 KMnO,-Lésung 
stets frisch hergestellt. Sind die Reagenzien rein, so betragt der 
Blindversuch 0,03 bis 0,05 cem n/100 KMnQ,. 


Gang der Uberrechnung. 

Zum Titrieren gebrauchte man z. B. 2,02cem n/100 KMnQ,, 
daraus entfallen auf den Blindversuch 0,03 ccm, diesen Wert abgezogen, 
bleiben 1,99cem. 1 cem n/100 K MnO, ist mit 0,636 mg Cu, 1,99 ccm 
n/100 KMnO, mit 0,636 « 1,99 = 1,265 mg Cu Aaquivalent. Um 
das Resultat auf 100 cem Liquor zu beziehen, muB der obige Cuprum- 
wert noch mit 100 multipliziert werden (126,5 mg). Jetzt sucht man 
aus der Bertrandschen Tabelle das 126,5 mg Cu entsprechende Zucker- 
prozent heraus (68 mg-Proz.). 

Zuerst wurde der Zuckergehalt einer Traubenzuckerlésung von 
bekannter Konzentration teils nach Bang, teils nach der oben an- 
gegebenen Methode bestimmt. Da die Resultate gut iibereinstimmten, 
ging ich auf die Untersuchung des Zuckergehalts des Liquor cere- 
brospinalis iiber. Als Kontrolle wurde in jedem Falle die Methode 
von Bang angewendet. 


Die Zahl der untersuchten Fille betrigt 22. 





Zucker nach 
Diagnose modifiz. Bertrand Bang 
mg-Proz. mg-Proz. 

Hydrocephalus congenitus ........ 71 73 
. gO RENEE, bin 67 69 

” bgt RG lp eed car 49 49 

2 a Sa eee ee 47 46 
ees Ge. ba vk oe € eb oe Nee 61 56 
" Eile dt: ital Ye ond ata 68 63 

‘ i YEE RL STC 8 60 58 
Eee ee a ee ee 66 72 
aes arlwNelie “gust Tt Week 83 87 
ee See oe ere ee ee ae 74 68 
eee ae ee 66 66 
Meningitis cerebrospinalis epidemica . . . 0 0 
. » blots 34 37 
Meningitis tuberculosa. ......... 1] 14 
, ae re eer ee ee 9 ll 

” Ses a ee 14 15 

” ee ee ee et ee 19 20 

' “eye ee eae ee 42 42 

” ee A ae ee ee al 14 15 

” ee ea lg. en a we 15 14 

” ee ee a aerate Me 13 15 

" rte Lite othe, a eee “ao 14 16 
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Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB die mit den verschiedenen 
Methoden erhaltenen Resultate gut itibereinstimmen. Die Methode 
von Bang ist also bei den klinischen, fiir diagnostische Zwecke aus- 
gefiihrten Untersuchungen mit der von mir ausgearbeiteten ersetzbar. 
Mit dieser Methode kann man sich tiber den Zuckergehalt des Liquor 
cerebrospinalis innerhalb 20 bis 25 Minuten leicht orientieren. Begniigt 
man sich mit einem annahernden Resultat, so kann das Zentrifugieren 
und Titrieren in den meisten Fallen vollkommen ausbleiben. Wahrend 
der Liquor mit normalem Zuckergehalt nach dem Kochen eine intensive 
rote Farbe zeigt, fallt der Zuckergehalt bei Meningitiden schon im Anfang 
der Krankheit, richtiger gesagt, beim Hineintransportieren in die 
Klinik, so niedrig aus, daB man nach dem Kochen héchstens geringe 
oder gar keine Spuren von Reduktion beobachtet. 

Allein in den letzten Stadien der Meningitis tuberculosa und bei 
Meningitis epidemica, wenn der Eiweibgehalt des Liquors zu hoch, 
der Zuckergehalt dagegen zu niedrig ist (10 bis 20 mg-Proz.), versagt 
manchmal die Methode, denn in diesen Fallen wird wahrscheinlich 
der gréBte Teil des Zuckers durch die EiweiBkérper adsorbiert und 
beim Ausfillen mitgerissen. Uber 20 mg-Proz. gibt ‘die Methode in 
jedem Falle klinisch brauchbare Werte. Dai der Zuckergehalt des 
Liquor cerebrospinalis normal sei, weniger oder deutlich verringert 
ist, kann auch mit dieser Methode mit einer fiir klinische Zwecke ent- 
sprechenden Genauigkeit bestimmt werden. Will man aber bei hohem 
Eiweib- und niedrigem Zuckergehalt einen ganz genauen Zuckerwert 
erhalten, so ist in diesen Fillen die Bangsche Methode der von mir 
ausgearbeiteten vorzuziehen. 














Blutgerinnung und die Hofmeistersche Ionenreihe. 


Von 
Josef Csapo und Dionys v. Klobusitzky. 

‘Aus der mit dem Stefanie-Kinderspital in Verbindung stehenden Kinder- 
klinik und dem physiologischen Institut der k. Pazma&ny-Universitit 
in Budapest.) 

(Eingegangen am 14. Februar 1925.) 


Das Wesen der Blutgerinnung ist die Ausscheidung, die Geli- 
fikation des Fibrinogens infolge der Einwirkung eines Enzyms: des 
Thrombins. Zur Gerinnung des Blutes ist demnach Fibrinogen und 
Thrombin notwendig. Die Blutgerinnung kann durch die Beeinflussung 
dieser beiden Faktoren verhindert werden. Einige von den gerinnungs- 
hemmenden Agenzien (Natriumcitrat, Natriumoxalat) sollen angeblich 
auf die Thrombinbildung schidlich wirken, so daB nach Zugabe dieser 
Salze keine Gerinnung eintritt, andere andern eher die physikalisch- 
chemischen Eigenschaften des Fibrinogens, indem sie seine Stabilitat 
erhéhen, und bei dem stabilen Fibrinogen kann das Thrombin keine 
erfolgreiche Wirkung entfalten. Die Basen und Siuren hemmen weniger 
die Bildung des Thrombins, vielmehr erhéhen sie die Stabilitat des 
Fibrinogens. Mit dieser Frage hat sich ausfiihrlich zuerst Hekma') 
beschaftigt. Neutralsalze (NaCl, NaNO,, NaJ usw.) in gréBerer Kon- 
zentration verhindern ebenfalls die Blutgerinnung. Auch da miissen 
wir zuerst an die Stabilisation des Fibrinogens denken. Die Neutralsalze 
bilden mit dem Fibrinogen Salzkomplexe, und diese Fibrinogen-Salz- 
verbindungen neigen sich nicht in solchem MaBe zur Gelifikation, 
auch sind diese gegen die physikalischen und chemischen Einwirkungen 
wiederstandsfaihiger als das reine Fibrinogen. Bekannt ist die kolloid- 
chemische Tatsache, daB die Kationen und Anionen der Neutralsalze 
die physikalischen Eigenschaften der EiweiBkérper (Quellung, Warme- 
koagulation, Léslichkeit) in aquivalenter Konzentration in verschie- 
denem MaBe beeinflussen. So entstand die Hofmeistersche Ionenreihe, 


') Hekma, diese Zeitschr. 68, 64, 65, 78, 74, 77. 
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nach welcher im alkalischen Medium die Léslichkeit der EiweiSkérper 
unter den Anionen am geringsten von den Sulfaten, am starksten von 
den Jodiden und Rhodaniden erhéht wird, unter den Kationen weniger 
von den Natriumsalzen, etwas mehr von den Kalium- und Ammonium- 
salzen. Bei der Fallung findet man das entgegengesetzte Verhalten, 
die gréBte Fallungskraft besitzen die Sulfate, die geringste die Jodide 
und Rhodanide. Da wir die Blutgerinnung durch die Stabilisation 
des Fibrinogens verhindern kénnen, miissen wir die Ursache der ge- 
rinnungshemmenden Wirkung der Salze da suchen. Wir stellten also 
die Frage: Ist die Hofmeistersche lonenreihe bei der Verhinderung 
der Blutgerinnung in Geltung oder nicht? Ahnliche Untersuchungen 
wurden bereits mit Fibrinogenlésungen durchgefiihrt, aber direkt mit 


Blut noch nicht. 
Methodik, 


Es wurde an den zu den Untersuchungen gebrauchten Eprouvetten 
die Héhe von 10 cem bezeichnet. Dann haben wir in die reinen, gut aus- 
getrockneten Eprouvetten entsprechende Mengen des | bis Milligramm 
genau gewogenen, wasserfreien Salzes getan und zur Lésung des Salzes 
in jedes Réhrchen 2ccm destillierten Wassers zugesetzt. Das Blut 
wurde in die Eprouvetten bis zur Marke durch eine paraffinierte Kaniile 
direkt aus der Carotis des Hundes gefiillt. Nach tiichtigem Umschiitteln 
lieBen wir es 48 Stunden bei Zimmertemperatur (18 bis 20°C) stehen. 
Nach 24 und 48 Stunden haben wir die niedrigste Konzentration der einzelnen 
Salze, die die Gerinnung noch eben hemmt, abgelesen. Als vollkommene 
Gerinnung betrachteten wir die Eprouvetten, aus welchen das Blut mit 
leichtem Schiitteln nicht ausgegossen werden konnte. 

In der ersten Serie verwendeten wir ausschlieBlich Kaliumsalze. 
In die erste Eprouvette wurde so viel wasserfreies, kristallisiertes K, SO, 
gegeben, daB der K,SO,-Gehalt 2ccem Wassers und 8ccm Blutes 
0,2 Normalitat entsprach. Den iibrigen Réhrchen wurde in steigender 
Menge so viel K,SO, zugesetzt, daB die Normalitat derselben 0,30, 
0,40, 0,54, 0,50, 0,55, 0,60 n betrug. In weitere 6—6 Réhrchen 
setzten wir KCl bzw. KNO, von der folgenden Normalitat: 0,30, 
0,40, 0,45, 0,50, 0,55, 0,60 und in die letzten 6—6 Réhrchen KJ und 
KSCN von der Normalivat: 0,11, 0,14, 0,17, 0,20, 0,23, 0,26. 

Zwecks Raumersparnis teilen wir die Tabellen nicht mit, nur 
das Endresultat, da es auch ohne Tabellen leicht verstandlich ist. Die 
kleinste Salzkonzentration, die die Gerinnung des Blutes wahrend 
24 Stunden verhinderte, war bei K, SO, 0,5 n, bei KC] 0,4 n, bei KNO, 
0,35 n, bei KJ 0,2 n, bei KSCN 0,.2n. In der Wirkung des KJ und 
K SCN fanden wir innerhalb 24 Stunden keine Konzentrationsdifferenz, 
wir konnten bloB feststellen, daB in den KSC N-haltigen Eprouvetten 
die Gerinnung nach langerer Zeit eintrat als in den KJ-haltigen bei 
gleicher Konzentration. Erst nach 48 Stunden zeigte sich eine gewisse 


Biochemische Zeitschrift Band 157. 24 
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Konzentrationsdifferenz. Das 0,2n KJ enthaltende Blut war nach 
48 Stunden geronnen, wahrend es bei derselben Konzentration von 
KSCN fliissig blieb. Wir kénnen also die gerinnungshemmende Wirkung 
der Kaliumsalze in die folgende Reihe stellen: K,SO0, << KC1< KNO, 
<KJ< KSCN. Diese Reihenfolge stimmt mit der Hoj/meisterschen 
Reihe vollstandig tiberein. Die Gerinnung des Blutes verhindern in 
aquivalenter Konzentration am wenigsten die Sulfate, im héchsten 
Grade die Jodide und Rhodanide. 

Da das K Br schwerer léslich ist, hatten wir es aus den oben an- 
gegebenen Konzentrationsserien weggelassen. Zur Bestimmung der 
gerinnungshemmenden Wirkung des K Br haben wir von allen oben 
genannten Salzen und von K Br eine Serie von 0,2 Normalitat bereitet 
und die Zeit der Gerinnung piinktlich beobachtet. Bei K,SO, trat 
die Gerinnung in 2 Minuten, bei KCl in 5 Minuten, bei K NO, in 70 Mi- 
nuten, bei K Br in 90 Minuten, bei KJ in 48 Stunden ein, hingegen 
war bei KSCN das Blut noch nach 48 Stunden fliissig. Das K Br 
kann also nach seiner gerinnungshemmenden Wirkung zwischen NO, 
und J gesetzt werden. Die Differenz in der gerinnungshemmenden 
Wirkung der einzelnen Salze ist nicht gleich, vielmehr kann man sie 
in drei Gruppen einteilen. Sehr nahe zueinander stehen Sulfat und 
Chlorid (1.), Nitrat und Bromid (II.), Jodid und Rhodanid (III.). 
Bei den so in drei Gruppen eingeteilten Salzen ist die Wirkungsdifferenz 
viel pragnanter, besonders scharf ist diese Differenz zwischen der 
zweiten und dritten Gruppe. 

Wie wir gesehen haben, verhindern die Kaliumsalze die Blut- 
gerinnung nach der Hofmeisterschen Anionenreihe. Im folgenden 
untersuchten wir, ob wir auch bei den Natrium- und Ammonium- 
salzen dieselbe Anionenreihe finden und ob zwischen den Kationen 
bei demselben Anion eine Wirkungsdifferenz aufzuweisen ist. Zu diesem 
Zwecke wurde eine Natrium- und Ammoniumserie bereitet, die Kon- 
zentration war die gleiche, wie bei der Kaliumserie. 

Als Resultat erhielten wir, daB bei Na, SO, 0,30 n, bei NaCl 0,45 n, 
bei NaNO, 0,40n, bei NaJ und NaSCN 0,23n Salzkonzentration 
die Blutgerinnung 24 Stunden lang vollstandig verhinderte. Die 
Natriumsalze, mit Ausnahme des Sulfats, hemmen im allgemeinen die 
Gerinnung des Blutes bei héherer Konzentration als die Kaliumsalze. 
Bei Jodid und Rhodanid konnten wir bloB zeitliche Differenz aufweisen. 
Das Blut gerann bei einer Na J-Konzentration von 0,2 n in 8 Stunden, 
hingegen bei derselben Na SCN-Konzentration in 20 Stunden. Warum 
das Natriumsulfat eine starkere Wirkung ausiibt als das Kaliumsulfat, 
wissen wir nicht. Auf keinen Fall kann es durch das Natriumion hervor- 
gerufen werden, da wir bei den iibrigen Natriumsalzen das Entgegen- 
gesetzte erfuhren. 
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Von den Ammoniumsalzen konnten wir nur das Sulfat, Chlorid 
und Nitrat verwenden, da die iibrigen (Br, J, SCN) das Blut stark 
haimolysierten. Die Blutgerinnung wurde von dem Ammoniumsulfat 
in 0,3 n, von dem Ammoniumchlorid in 0,35 n und von dem Ammonium- 
nitrat in 0,25 n Konzentration 24 Stunden lang vollkommen verhindert. 
Die Reihenfolge der Anionen bei den Ammoniumsalzen ist also: 
Cl< SO,<NO,. Bei Vergleichung der - Natrium-, Kalium- und 
Ammoniumsalzwirkung sehen wir, daB das Nitrat iiberall eine starker 
hemmende Wirkung ausiibt als das Chlorid, auch die Reihenfolge der 
iibrigen Anionen (J, SCN) stimmt bei den Natrium- und Kalium- 
salzen vollstaindig iiberein, allein das Sulfat bildet eine Ausnahme, 
welches seine Stelle je nach den Kationen wechselt. Betrachtet man 
nur die Chloride und Nitrate, so bemerkt man, daB die hemmende 
Salzkonzentration bei den Ammoniumsalzen viel geringer ist als bei 
den Natriumsalzen, zwischen beiden stehen die Kaliumsalze. Die Reihe 
der Kationen lautet also: Na << K < NH,. 

Es stellt sich die Frage, warum die Salze die Blutgerinnung ver- 
hindern? Verhindern sie die Bildung des Thrombins oder stabilisieren 
sie das Fibrinogen’? DaB die Salze die Aktivitat des Thrombins nach 
der Hofmeisterschen Ionenreihe beeinflussen, ist nicht bewiesen, ist 
auch nicht wahrscheinlich. Nach unserer Meinung liegt die zweite 
Hypothese, daB die Salze die Stabilitat des Fibrinogens erhéhen, 
niher der Wahrheit. Wenn die Salze die EiweiBkérper nach der Hof- 
meisterschen Reihe stabilisieren, weshalb sollte das Fibrinogen eine 
Ausnahme bilden? Bei stabilisiertem Fibrinogen bleibt die Thrombin- 
wirkung erfolglos, das Blut gerinnt nicht. Bei der Blutgerinnungs- 
forschung miissen wir nicht nur das Enzym, sondern auch den Zustand 
des Fibrinogens beriicksichtigen. Es geniigt nicht die Gegenwart 
von Thrombin und Fibrinogen zur Blutgerinnung, sondern das Fibri- 
nogen mu in solchem Zustand sein, daB die Thrombinwirkung zur 
Geltung kommen kann. Erhéhen wir auf irgendwelche Weise die 
Léslichkeit des Fibrinogens, so ist die Thrombinwirkung ebenso, wie 
die physikalischen Einfliisse (Schlagen mit einem Glasstab usw.) er- 
folglos, das Fibrinogen zeigt gar keine Neigung zur Ausscheidung. 

Heute stehen sich zwei entgegengesetzte Theorien hinsichtlich der 
Blutgerinnung gegeniiber: die alte Enzymtheorie, nach welcher zur 
Blutgerinnung Thrombin notwendig sei, und die kolloidchemische 
Theorie, dessen Hauptvertreter Stuber') ist, der die Blutgerinnung 
rein kolloidchemisch erkliren will. Wir wollen nicht und — auf unsere 
Versuche gestiitzt — wir kénnen auch nicht weder fiir die eine, noch 
fiir die andere Theorie eintreten. Es scheint jedoch, daB die fleiBigen 


1) Stuber und Sano, diese Zeitschr. 184, 260, 1923. 


24* 
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kolloidchemischen Untersuchungen, die Blutgerinnungsfrage betreffend, 
nicht erfolglos bleiben, und sie werden die komplizierte und triibe 
Enzymtheorie — zu deren Entstehungszeiten wir noch sehr wenig 
von den Kolloiden wubten — verdrangen und einer einfacheren kolloid- 
chemischen Erklarung Raum geben. 


Zusammenfassung. 

Wir haben untersucht, ob die Hofmeistersche lonenreihe bei der 
Blutgerinnung giiltig ist, und fanden: 

1. Die gerinnungshemmende Wirkung der Kaliumsalze entspricht 
der Hofmeisterschen Ionenreihe: SO, << Cl < NO, << Br < J<SCN. 
Die geringste hemmende Wirkung haben die Sulfate, die gréBte die 
Jodide und Rhodanide. 

2. Bei den Natriumsalzen gestaltet sich die Reihe: Cl < NO, 
<80,<J< SCN. 

3. Bei den Ammoniumsalzen: Cl < SO, < NO,. 

4. Die Reihe der Anionen ist bei den untersuchten Salzen mit 
Ausnahme des Sulfats, welches seine Stelle nach den Kationen wechselt, 
iibereinstimmend. 

5. Die Reihe der Kationen lautet: Na << K < NH,. Die geringste 
hemmende Wirkung entfalten im allgemeinen die Natriumsalze, die 
gréBte die Ammoniumsalze, wahrend die Kaliumsalze zwischen beiden 
stehen. 




















Osmose einiger Anisthetika in wisserige und lipoidhaltige Gele. 
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S. Yumikura. 


(Aus dem Laboratorium von Prof. J. Traube, Technische Hochschule 
Charlottenburg.) 


(Eingegangen am 18. Februar 1925. ) 
Mit 10 Abbildungen im Text. 


Traube und seine Schiiler') haben in friiheren Arbeiten festgestellt, 
daBb in wasserigen Lésungen die meisten Alkaloidsalze molekular- 
dispers gelést sind, dab aber bei Zusatz einer geringen Menge Alkali, 
also beim Freiwerden der Alkaloidbasen, Submikronenbildung eintritt, 
insbesondere bei denjenigen Alkaloiden, welchen ein gréBeres Molekular- 
gewicht zukommt. Wahrend die Lésungen der Alkaloidsalze meist ober- 
flacheninaktiv sind, sind diejenigen der Alkaloidbasen mehr oder weniger 
oberflachenaktiv, und es zeigte sich ferner, daB ganz insbesondere bei ver- 
wandten Stoffen Oberflachenaktivitat und Giftwirkung parallel gingen?). 

Es muBte nun in Hinsicht auf diese Arbeiten von Traube und 
seinen Schiilern interessieren, wie sich in Anbetracht der Beziehungen 
von Oberflachenaktivitat zur Osmose Alkaloidsalzlésungen mit und 
obne Alkalizusatz bei der Osmose in ein Gel verhielten, und zwar einer- 
seits in ein wisseriges Gel, andererseits in ein wisseriges Gel, 
welchem gewisse Lecithinmengen zugesetzt waren. 

Im AnschluB an die Arbeit von 7’. Tomita*) wurde das Eindringen 
wisseriger Lésungen der folgenden Aniasthetika: 

1. Novocain C\gH,)N,O,HCI, 2. Cocain C,,H,, NO,HCI, 

3. Eucain C,,H,, NO,HCI, 4. Tutocain C,,H,,N,O,HCI, 

5. Alypin C,,H gN,O,HNO, 
mit und ohne Alkalizusatz in ein wasseriges Gelatinegel, welchem be- 
stimmte Lecithinmengen zugesetzt waren, untersucht. 

Es waren aus der Klasse der Alkaloide gerade diese Anasthetika 
gewihit worden, weil es besonders interessant erschien, einmal zu 


') Vgl. Traube, diese Zeitschr. 42, 450, 1912; Helene Tschernorutzky, 
Traube und Onodera, Intern. Zeitschr. f. physikal. chem. Biol. 46, 112, 
1912; 1, 35, 1914. 

2) Traube, diese Zeitschr. 98, 197, 1919. 

8) Tomita, diese Zeitschr. 158, 335, 1924: s. auch J. Traube, eben- 
daselbst 158, 358, 1924. 
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prifen, ob die anasthetische Wirkung und die Giftwirkung, wie 
sie bei héheren und niederen Tieren festgestellt worden war, sich viel- 
leicht aus dem osmotischen Verhalten werde ableiten lassen. In der 
Tat zeigte sich diese Erwartung erfiillt. 

Es empfiehlt sich gerade, diesen Teil der Aufgaben, welche ich mir 
gestellt hatte, zunichst zu behandeln, und die allgemeinen theoretischen 
Schliisse werden dann zweckmaBig im AnschluB an die diesbeziiglichen 
Ergebnisse meiner beiden folgenden Arbeiten und diejenigen von 
Tomita in einer Mitteilung von Prof. Traube und mir dargestellt. 


Methode. 

Ich verweise dieserhalb auf die Arbeit von Tomita. 7,5 g derselben 
Gelatine, welche Tomita benutzte, wurde in 150 ccm Wasser zu einem 
5proz. Sole gelést, und es wurden alsdann je 50 ccm dieses Sols in den von 
Tomita benutzten zylindrischen Glasschalen von je 12,7 cm Durchmesser 
zum Gelieren gebracht. Etwa 1 Stunde nach EingieBen des Sols wurden 
je 30 cem der zu untersuchenden wiisserigen Lésungen auf das Gel gegossen, 
und die Schalen wurden alsdann mit Glasplatten bedeckt. In bestimmten 
Zeitabstiinden fanden die Untersuchungen statt. In Schale 1 wurde dieWasser- 
aufnahme des Gelatinegels durch Feststellung der Volumenverringerung 
der auf dem Gel lagernden Lésung festgestellt. Aus der zweiten Schale 
wurden je 5ccm abpipettiert und in denselben die Alkaloidmengen bestimmt. 

Die dritte Schale diente dazu, um aus derselben die 5cem Lésung, 
welche aus der zweiten Schale entnommen waren, sofort wieder ersetzen 
zu kénnen. 

Die lecithinhaltigen Gele wurden in der Weise hergestellt, daB eine 
bestimmte Lecithinmenge mit der lauwarmen Gelatine-sollésung unter 
standigem Riihren im Morser angeriihrt wurde, bis eine gleichmaéBige feine 
Suspension erzielt wurde. 

Die Gele, welche in dieser Arbeit verwandt wurden, enthielten stets 
5 Proz. Gelatine + 2 Proz. Lecithin (von Merck). 

Die Alkaloidlésungen waren stets 1 proz. In bezug auf den Alkalizusatz 
beschrankte ich mich auf die Untersuchung einer einzigen Konzentration. 

Zu 97 ccm der Iproz. Alkaloidsalzlésung wurden 3 ccm n/10 Natron- 
lauge hinzugefiigt. 

Besondere Sorgfalt wurde auf die Feststellung des Alkaloidgehalts 
verwandt. Es wurde sehr vorteilhaft die Methode der Fallung mit Pikrin- 
siure benutzt. 

Die Lésungen wurden mit einer lproz. Pikrinséurelésung versetzt, 
der Alkaloidpikratniederschlag wurde auf einem bis 110° getrockneten und 
gewogenen Filter abfiltriert, indern es selbstverstandlich nicht unterlassen 
wurde, die Filtrate durch weiteren Pikrinséiurezusatz auf noch vorhandenes 
Alkaloid zu priifen, und es wurden alsdann die Filter mit den Pikratnieder- 
schliagen wieder bei 110° getrocknet und in Wageglischen eingeschlossen, 
nach 24stiindigem Verweilen im Exsikkator gewogen. 

Um der Brauchbarkeit der Methode sicher zu sein, wurde bei allen 
untersuchten Alkaloiden fiir verschiedene Konzentrationen der Alkaloid- 
salzlésungen die Menge des Alkaloidpikrats gewichtsanalytisch bestimmt 
und graphisch wie in Abb. 1 das Verhialtnis von Alkaloid zur Alkaloid- 
pikratmenge dargestellt. 
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Wie man erkennt, handelt es sich um geradlinige Kurven, die ohne 
weiteres gestatten, aus einer gewogenen Pikratmenge den Prozentgehalt der 


Lésungen an Alkaloid abzulesen. 


Versuchsergebnisse. 

Die folgenden Tabellen 
sind ohne weiteres verstiand- 
lich. In Spalte 1 finden sich 
die Zeiten der Beobachtung. 
Es wurden dieselben Zeiten 
gewahlt wie in der erwahnten 
Arbeit von Tomita. In den 
Spalten 2, 4, 6 und 8 finden 
sich die nach den genannten 
Zeiten restierenden Lésungs- 
mengen. Sie ergeben ein MaB 
der Quellung der Gele. 
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Abb. 1. 


In den Spalten 3, 5, 7 und 9 endlich finden sich die mit Hilfe der 
Pikratmethode bestimmten Alkaloidkonzentrationen. 


Tabelle I. Cocain. 





Ohne Lecithin 


Ohne Alkalizusatz Mit Alkalizusatz 


Ohne Alkalizusatz 


Mit Lecithin 
Mit Alkalizusatz 


Zeit — 
Volumen bie ot der Volumen qth aes Volumen gehalt der Volumen be vd 
pa Lésung om Lésung _— Lésung an Losung 

0’ 30.0 1,0 30.0 1,0 300 19 30,0 1,0 

3 29.3 0,89 28.9 0,89 29.4 0,86 29.0 0,79 
30 28.7 0,75 28,2 0,66 29.0 0,70 28.4 0,66 

2h 28.4 0,62 27,3 0,52 28.2 0,50 27,2 0,46 
24 26,8 0,42 25.8 0,43 26,7 0,36 25.6 0,34 
48 26.1 041 25,2 0.44 25,6 0,37 24.6 0.35 

Tabelle II. Novocain. 

0’ 30,0 1,0 30,0 1,0 30,0 1.0 30.0 1.0 

3 29.4 0,87 29,0 0,85 29.5 0,83 29.0 0.84 
30 29.0 0,74 28.0 0,70 29.0 0,73 27,7 0.69 

2h 28,3 0.61 27,0 0,59 28,2 0,63 26.6 0.58 
24 26,9 0,50 25,2 0,46 26,2 0,46 23,4 0,46 
48 26,1 0,51 24.0 047 25.5 044 22.4 048 

Tabelle 111. Tutocain. 

0’ 30,0 1,0 30,0 10 30,0 10 30,0 10 

3 29,3 0,97 29,3 0,92 29.4 0.97 29.0 0,89 
30 28.7 081 28,8 0,80 28.8 0,79 28,1 0.77 

2h 28,0 0,62 27.9 0,62 28,0 0,59 7,2 0,59 
24 26.2 0.49 26,3 0,49 25.9 0,43 25,2 0,39 
48 25.4 0,49 25.8 0,49 25,2 0,42 24.0 0,39 
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Tabelle IV. Alypin. 





Ohne Lecithin Mit Lecithin 
Ohne Alkalizusatz Mit Alkalizusatz Ohne Alkalizusatz Mit Alkelizusatz 
Zeit a 
Volumen halt der Volumen quale oor Volumen gohelt der Volumen | Prosent, 
—_— Lésung it ung ‘atin Lésung some Lésung 
0’ 30,0 1,0 30,0 10 30.0 1,0 30,0 10 ; 
3 29,2 0.85 29,0 0,79 29.4 0,84 28.8 081 
30 28.6 0,73 28.1 0,65 28.8 0,76 28,0 0,68 
2h 27,9 0,57 26.8 0.46 27.6 0.58 27,2 0.51 : 
24 26,4 0,42 25,0 041 26,1 0,37 24.6 0,30 é 
48 25.4 0,42 24,0 0.39 25.4 0,38 23.9 0,30 
Tabelle V. Eucain. 
0’ 30,0 1,0 30,0 1,0 30,0 10 || 30,0 1,0 
3 29.4 0,83 29.1 0,80 29.4 0,84 I 29,2 O81 
30 29,0 0,70 28,4 0,67 28,9 0,69 | 28,6 0,67 
2h 28,7 0,54 27,6 0,50 28,4 0,50 || 27,7 0,53 
24 27,1 0,43 259 O38 | 24 036 | 257 035 
48 25,9 0.42 25,0 0,38 25,2 0,36 24.7 0.35 
24St 





Bevor wir auf die Ergebnisse 
der Versuche eingehen, diirfte 
es sich empfehlen, in den Abb. 2 
bis 10 die Versuchsergebnisse, 
soweit sie sich auf das Ein- 
| \h dringen der Alkaloide in das 
L | | Gelatinegel beziehen, graphisch 

VN darzustellen, und daran an- 
schlieBend in den Tabellen VI 
und VII die Versuchsergebnisse 
niederzulegen, welche sich (vgl. 
Tabelle VI) auf meine stalag- 
mometrischen Messungen der 
_ i Alkaloidsalzlésungen bei wach- 

sendem Alkaligehalt beziehen 
und (vgl. Tabelle VII) die nar- 
kotischen bzw. toxischen Wir- 
kungen, welche dieselben Lé- 
sungen auf Wasserfléhe ausiiben. 
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Abb. 2. Cocain. —--- = Los. + Alk. + Lec. + Gel 
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Abb. 3. Novocain 
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Abb. 5. Alypin. nitric. 
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Abb. 4. Tutocain. 
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Abb. 6. Eucain. 
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Abb.7. Wass.Gel ohne Lecithin u. Alkalizusatz. Abb.8. Wiss. Gel ohne Lecithin m. Alkalizusatz. 
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Abb. 9. Wiiss. Gel m. Lecithin ohne Alkalizusatz. Abb. 10. Wiiss. Gel m. Lecithin u. Alkalizusatz. 
Cocain Cocain 
—— Novocain —— -—— Novocain 
—--—— Tutocain —--—— Tutocain 
—-- >= Alyp. nitr —-+-—— Alyp. nitr. 
s+ Eucain —-- ++ Eucain 
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Tabelle VI. Tropfenzah] (Tropfenzahl des Wassers 54,1). 





Novocain Cocain Tutocain  Alypin | Eucain 
lpros. Lésunmg ...... 54,7 55,5 55,2 61,95 574 
lproz. Lésung 9,9 cem | . " . . 
n/l10 Natronlauge 0,1 ,, | 56,5 58,7 56,8 68,19 65,0 
lproz. Lésung ay 4 . 2 an 749 
n/l10 Natronlauge 0,3 | 60,5 65,5 65,5 77,64 14,2 
lproz. Lésung 95, | ‘ a =n on ‘ 
n/10 Natronlauge 0,5 ., | 63,3 67,7 10,96 ope. 81,3 
lproz. Lésung 9,3 ,, _ 
n/10 Natronlauge 0,7 ,, 3 — 7 05,9 
lproz. Lésung 91, | ey ad pe opelis 
n10 Natronlauge 0,9 ,, | » 
lproz. Lésung «sf 69,9 od pods 
n/l0 Natronlauge 1,0 ,, | (nicht opalis.) ih nt 


Tabelle VII. Versuche an Wasserfléhen. 





Alypin 


nitricum Eucain 


| Novocain Cocain | Tutocain | 
1 proz. Lésung 5,0 cem 49’ 45” 32’ 7” | 34°37” | 12°43” 6’ 22” 
lproz. Lésung 4,95 ., 43 50 18 5 24 46 10 8 5 28 


nj10 Natronlauge 0,05 ,, 


lproz. Lésung 4,85 ,, 


| . . ; 
n/l10 Natronlauge 0,15, | 40 30 wi 19 45 9 4 16 

| 

| 


lproz. Lésung 4,75 ,, 9 on 
n/l0 Natronlauge 0,25 ,, @ 10 hea 6 1s re 2% 
Iproz. Lésung 50 , 31 19 — — + 1 50 


4 , 
n10 Natronlauge 0,50 ,, 


Die Tabellen VI und VII sollen zuerst besprochen werden. Schon 
E. Pribram') hat im Jahre 1909 im AnschluB an die Ideen und Arbeiten 
von J. Traube*) gezeigt, daB in der Cocaingruppe (Tropin, Ekgonin, 
Benzoylekgonin, Novocain, Cocain, Eucain) die pharmakologische 
Wirkung der Oberflichenspannung der wiisserigen Lésungen parallel 
ging. Die héchsten Oberflichenspannungswerte ergaben in vergleich- 
baren Konzentrationen die wiisserigen Lésungen von Tropin und 
Ekgonin, dann folgten Benzoylekgonin und Novocain, wahrend Cocain 
und Eucainlésungen, entsprechend ihrer Giftigkeit, recht niedrige 
Oberflachenspannungen ergaben. 


') E. Pribram, Wien. klin. Wochenschr. 21, Nr. 30; Goldschmidt und 
Pribram, Arch. {. exper. Pathol. u. Therap. 6, 1, 1899. 
*) J. Traube, diese Zeitschr. 42, 471, 1912. 
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Immerhin erschien es nicht iiberfliissig, die Versuche Pribrams 
und Traubes an den von mir untersuchten Alkaloidsalzlésungen zu 
wiederholen, indem gleichzeitig die Giftwirkung festgestellt wurde. 

Die Versuche an Wasserfléhen wurden so ausgefiihrt, dab je 
15 Wasserfléhe in Reagenzglisern in die betreffenden Lésungen ein- 
gesetzt wurden. Die Zahlen in der Tabelle geben die Zeiten in Minuten 
an, nach welchen samtliche Wasserfléhe bewegungslos wurden. 

Man erkennt, dab die Giftigkeit einer Alkaloidsalzlésung mit 
zunehmendem Alkaligehalt, also auch zunehmender Oberflaichen- 
aktivitat, wachst, und vor allem zeigt sich, daB trotz der durchaus ab- 
weichenden Konstitution der untersuchten Alkaloide Giftwirkung und 
Oberflachenaktivitat im allgemeinen parallel gehen. 

Weitaus am ungiftigsten ist die am wenigsten oberflachenaktive 
Substanz, das Novocain, dann folgen Cocain und Tutocain. Die Ober- 
flichenspannungen sind kaum verschieden, und dementsprechend er- 
kennen wir auch nur geringe Unterschiede der Giftigkeit, weitaus am 
giftigsten sind die stark oberflachenaktiven Alkaloide Alypin und Eucain. 
Wenn das Alypin eine etwas gréBere Tropfenzahl als das Eucain zeigt, 
aber eine etwas geringere Giftigkeit erkennen laBt, so ist darauf hinzu- 
weisen, daB beiden Alkaloiden eine durchaus verschiedene Konstitution 
zukommt und es sich selbstverstandlich hier nur um eine Regel und 
nicht um ein streng giiltiges Gesetz handelt. 

Nun aber tritt ein Problem an uns heran: Es zeigt sich, dap fiir 
niedere Tiere, wie Wasserflihe, unzweifelhaft Alkaloide, wie Alypin 
und Eucain, weit giftiger sind als Cocain und Tutocain. Wie kommt 
es, dap fiir héhere Tiere das Gegenteil der Fall ist? 

So finden wir bei Hirschberg!) die Tabellen VIII und LX: 


Tabelle VIII. 





Anasthesierungskraft eo ee , Giftigkeit bei gleicher 
bei gleicher Dosis Giftigkeit bei gleicher Dosis Anasthesierungskraft 


Cocain = 100 bs ana Cocain = 100 ..¢ airtiger Cocain ist giftiger als 
Eucain = 40 2,5mal Alypin = 30 33mal Alypin 0,6 mal 
Novocain= 25 4mal Eucain 10 10mal Novocain 3,1 mal 


Alypin = 20 5mal  Novocain = 8 12,5mal Eucain «mal 


Tabelle 1X. 





Kaninchen, Kaninchen, Maus, 
Krampfdosis tédliche Dosis tédliche Dosis 
pro 1 kg intravenés | pro 1 kg intravenés pro 10g subkutan 


DA gw cs ew 0,015 0,06 6 mg 
CO SS Se 0.0075 0,03 a 


pee S's oS SS — 0.015 — 


') H. Hirschberg, Deutsch. Monatsschr. f. Zahnheilk. 1924, 8S. 297. 
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Die nahere Betrachtung unserer Versuchsergebnisse in den Ta- 
bellen I bis V und Abb. 2 bis 10 diirfte uns eine Beantwortung dieser 
Fragen bringen. 

Beachten wir zuniichst die Spalten 2, 4, 6 und 8 der Tabellen J 
bis V, so kénnen wir allgemein feststellen, daB nach 24 bzw. 48 Stunden 
mehr Wasser in das Gel eingetreten ist bei Zusatz von Alkali zu den 
Alkaloidsalzlésungen als ohne diesen Zusatz: Dies gilt sowohl fiir die 
lecithinhaltigen wie fiir die lecithinfreien Gele. Bedenkt man, dab die 
alkalihaltigen Lésungen oberjlichenaktiv, die alkalifreien Lésungen 
oberflicheninaktiv sind, so ist man geneigt, die erhéhte Wasseraufnahme 
teils mit der Erhéhung der Oberflichenaktivitat, teils mit dem gréBeren 
Alkaligehalt in Beziehung zu setzen. 

Was nun die Werte in den Spalten 3, 5, 7 und 9 betrifft, so inter- 
essieren uns einmal: die Geschwindigkeitswerte der Verteilung der 
Alkaloide bzw. Alkaloidzusdtze im Gel und in der wésserigen Lésung, 
andererseits die Verteilungswerte nach eingetretenem Gleichgewicht. Wie 
man erkennt, ist dieses Gleichgewicht bereits nach 24 Stunden ein- 
getreten, da fast allgemein die Werte nach 24 und 48 Stunden gleich 
groB sind, 

Es wird zweckmaBig sein, die graphischen Darstellungen der 
Versuchsergebnisse niher zu betrachten, zuniichst Abb. 2 bis 6. Man 
beachte die Punktierung am oberen Ende der Ordinatenachse, deren 
Bedeutung ohne weiteres verstindlich sein wird. 

Vergleichen wir beispielsweise in Abb. 2 und 3 die Kurven fiir 
Cocain und Novocain, so fallt zunichst auf, wie die Kurven fiir Cocain 
wesentlich weiter auseinandergehen als diejenigen fiir Novocain. Das 
ist fiir die Wirkungsweise dieser beiden Alkaloide bedeutungsvoll, 
aber nicht weiter verwunderlich, denn alkalisierte Novocainsalzlésungen 
sind weit weniger oberflachenaktiv als alkalisierte Cocainsalzlésungen. 
Daraus resultiert die gréBere Lecithinléslichkeit des Cocains und die 
gréBere pharmakologische und insbesondere auch toxische Wirksamkeit. 
Man erkennt beim Vergleich der Cocainkurven 1, 2, 3 und 4, welch 
bedeutenden EinfluB der Zusatz des Alkalis und andererseits der 
Lecithinzusatz zum Gelatinegel sowohl auf die Geschwindigkeit der 
Alkaloidaufnahme wie auch auf die Gleichgewichtskonzentration im 
Gegensatz zum Novocain ausiibt, bei welchen die vier Kurven nicht 
allzusehr voneinander abweichen. 


Fiir das Tutocain (vgl. Abb. 4) zeigt sich derselbe beschleunigende 
EinfluB des Alkali- sowie des Lecithingehalts auf die Geschwindigkeit 
des Eindringens des Alkaloids in das Gel wie fiir Cocain, nur befinden 
sich die Kurven enger aneinander, d. h. die Unterschiede sind nicht 
so groB wie bei dem Cocain. 
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Dies ist indessen der Fall bei dem Alypin (s. Abb. 5). Hier gehen 
die Kurven weit auseinander, aber es zeigt sich etwas Bemerkens- 
wertes. Wdhrend die Geschwindigkeit des Eindringens des Alkaloids 
in das Gel fiir die nicht mit Alkali versetzten Lésungen sehr gering bleibt, 
gleichgiiltig, ob das Gel lecithinhaltig ist oder nicht, bringt der Alkali- 
zusatz eine erhebliche Beschleunigung hervor, die fiir das lecithinfreie 
(iel am bedeutendsten ist. 

Ahnlich liegen die Verhiltnisse beim Eucain (vgl. Abb. 6). Zwar 
liegen die Kurven dichter aneinander, indessen auch hier erhéht der 
Alkaligehalt der Gele die Aufnahmegeschwindigkeit des Alkaloids, 
utihrend der Lecithingehalt nicht nur nicht fordernd auf jene GréBe wirkt, 
sondern dieselbe sogar verringert. 

Noch iibersichtlicher wird das Verhalten der verschiedenen Alka- 
loide, wenn man die Abb.7 bis 10 betrachtet. Die Abb. 7 fiihrt in 
bezug auf das Verhalten der wisserigen Gele bei Abwesenheit von Lecithin 
und Alkali zu folgenden Reihenfolgen: 

Vertetlungsgeschwindigke it. 
Eucain > Alypin > Novocain > Cocain > Tutocain. 
Verteilung im Gel; Lésung nach 24 und 48 Stunden. 
Cocain > Alypin > Eucain > Tutocain > Novocain. 

Abb. 8 stellt das Verhalten des wdsserigen Gels ohne Lecithin, 
aber mit Alkalizusatz zu den Alkaloidsalzlésungen dar. 

Die Reihenfolgen sind: 

Verteilungsgeschwindigkeit. 
Alypin > Eucain > Cocain > Novocain > Tutocain. 
Verteilung im Gel: Lésung nach 24 und 48 Stunden. 
Eucain > Alypin > Cocain > Novocain > Tutocain. 

Das Verhalten des wédsserigen Gels mit Lecithinzusatz ohne Alkali- 

zusalz ist dargestellt in den Kurven der Abb. 9. 
Verteilungsgeschwindigkeit nach 3 Minuten. 
Novocain > Eucain > Cocain > Alypin > Tutocain. 
Verteilung in Gel : Lésung nach 24 und 48 Stunden. 
Cocain > Eucain > Alypin > Tutocain > Novocain. 

Abb. 10 endlich stellt die Kurven dar, welche das Verhalten des 
wasserigen Gels mit Lecithinzusatz und Alkalizusatz zu den Alkaloid- 
lésungen darstellen. 

Verteilungsgeschwindigkeit. 
Cocain > Eucain > Alypin > Novocain > Tutocain. 


Verteilung in Gel : Lésung nach 24 und 48 Stunden. 
Alypin > Cocain > Eucain > Tutocain > Novocain. 
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Weiter oben wurde die Frage aufgeworfen, woher es kommt, 
daB fiir niedere Tiere, wie Wasserfléhe usw., Alypin und Eucain in 
Ubereinstimmung mit den stalagmometrischen Messungen die grébte 
narkotische bzw. toxische Wirkung ausiiben, wihrend bekanntlich fiir 
héhere Tiere die Wirkung des Cocains weit bedeutender ist. 

Die soeben besprochenen Versuche diirften eine Antwort auf 
diese Frage geben. 

Die Geschwindigkeit des Eintritts in ein lipoidfreies Gel, wie 
lecithinfreies Gelatinegel, war fiir Alypin und Eucain gréBer als fiir 
Cocain, gleichgiiltig, ob die Alkaloidlésung Alkali enthielt oder nicht, 
dagegen war die Geschwindigkeit des Eintritts in ein lipoidhaltiges 
Gel, wie lecithinhaltiges Gelatinegel, fiir Cocain gréBer als fiir Alypin 
und Eucain und die iibrigen Alkaloide. namentlich sobald den Alkaloid- 
lésungen Alkali zugesetzt wurde. 

Bei der Narkose und Vergiftung niederer Tiere handelt es sich 
aber in erster Linie um den Eintritt der Gifte in Zellen, welche im 
Vergleich zu den Zellen der héheren Tiere sehr wenig lipoidreich sind. 
Der verschiedene Lipoidgehalt der Zellen diirfte in erster Linie fiir 
die verschiedene Wirkung von Anistheticis, wie Alypin, Eucain und 
Cocain mabgebend sein. 

Auch die Verteilung der Gifte im Gel: Lésung nach Eintritt 
des Gleichgewichts, also nach langerer Zeit, diirfte fiir die Giftwirkung, 
namentlich bei héheren Tieren, nicht gleichgiiltig sein. Aber insbesondere 
ist fiir eine gute Anasthesie oder Narkose maBgebend die Geschwindig- 
keit des Eintritts des Aniasthetikums in den ersten Minuten. Nach 
dieser Richtung zeichnet sich besonders das Novocain aus (vg!. weiter 
oben), auch besonders dadurch, daB trotz groBer Anfangsgeschwindig- 
keit des Eintritts in das Gel, namentlich wenn lecithinhaltig, die Menge 
des aufgenommenen Novocains nach Eintritt des Gleichgewichts- 
zustandes, also nach langerer Zeit, von allen Alkaloiden am geringsten ist. 


Zusammenfassung. 

Wiasserige Lésungen von Aniistheticis, wie Cocain, Novocain, 
Tutocain, Alypin und Eucain wurden ohne und mit Alkalizusatz tiber 
ein Gel geschichtet, welches aus wisseriger Gelatine ohne und mit 
Lecithinzusatz bestand. 

Es wurden die Geschwindigkeiten bestimmt, mit welchen Wasser 
sowie die Alkaloidsalze bzw. durch Alkali frei gemachte Alkaloide in 
das lipoidfreie wie lipoidhaltige Gel eintraten, ferner die Verteilungen 
der Alkaloidsalze bzw. Alkaloide zwischen Gel und wisseriger Lésung 
nach eingetretenem Gleichgewicht. 
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Ferner wurden stalagmometrische Messungen an den mit mehr 
oder weniger Alkali versetzten Alkaloidsalzlésungen ausgefiihrt und 
narkotische bzw. toxische Versuche an Wasserfléhen. 

Es ergab sich unter anderem in Ubereinstimmung mit den stalagmo- 
metrischen Messungen, daB gegeniiber den Wasserfléhen Alypin und 
Eucain weit giftiger waren als Cocain und Tutocain, am ungiftigsten 
war Novocain. 

Die Tatsache, daB Cocain fiir héhere Tiere weitaus giftiger ist 
als Alypin und Eucain, fand durch die Versuche dieser Arbeit eine 
befriedigende Deutung, insofern sich zeigte, daB die Eintrittsgeschwin- 
digkeit in das Gel fiir Alypin und Eucain am gréBten war, sofern das 
Gel lipoidfrei war. Wurde aber Lecithin zugesetzt, so trat namentlich 
bei Gegenwart von Alkali das Cocain schneller in das Gel ein als Alypin 
und Eucain. Da nun die in Betracht kommenden Zellen der héheren 
Tiere wesentlich lipoidreicher sind als diejenigen der niederen Tiere, so 
kénnte sehr wohl das verschiedene Verhalten von Alypin und Eucain, 
sowie andererseits Cocain gegen die verschiedenen Tierklassen auf den 
verschiedenen Lipoidgehalt und die verschiedene Eintrittsgeschwindig- 
keit zuriickzufiihren sein. 

Auch die Verteilung der Alkaloide im Gleichgewichtszustand 
zwischen Gel und Lésung steht mit diesen Betrachtungen im Einklang. 

Ebenso findet das giinstige Verhalten des Novocains durch die 
hier vorliegende Arbeit eine Erklarung. 
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Osmose in wisserigem Gel ohne und mit Lipoidzusatz. 


Von 
S. Yumikura. 


(Aus dem Laboratorium von Prof. J. Traube, Technische Hochschule 
Charlottenburg. ) 


(Eingeqangen am 18. Februar 1925.) 


Die vorliegende Arbeit bildet eine Erginzung der in dieser Zeit- 
schrift erschienenen Mitteilungen von 7’. Tomita'), Cher Adsorption 
und Osmose in Gelen“, und die sich daran anschlieBende Arbeit von 
J. Traube*) itiber Oberflachenaktivitatstheorie und Lipoidtheorie. 

Tomita hat die Aufnahme oberflaichenaktiver Stoffe, wie Fett- 
siuren, Alkohole usw., zunichst in einem 5proz. wasserigen Gelatinege! 
verglichen mit der Aufnahme in einem 5proz. Gelatinegel, in welchem 
2 Proz. Mercksches Lecithin fein emulgiert waren. 

Prof. Traube hielt es indessen fiir wiinschenswert, auch derartige 
Gele zum Vergleich heranzuziehen mit héherem Lecithingehalt, und 
so wurde — s. die folgenden Tabellen I und Il — zuniachst der Eintritt 
einer n/320 Caprylsaiurelésung in ein 5proz. Gelatinegel ohne und mit 
2. 5 und 8 Proz. Lecithingehalt bei Zimmertemperatur, etwa_ 18°, 
untersucht. 

Uber die Herstellung der Lisungen vergleiche die vorhergehende 
Mitteilung, ebenso iiber die sonstige Ausfiihrung der Versuche. Wie in der 
ersten Mitteilung wurden auch hier in denselben Schalen 50 cem der Gele 
mit 30 ccm der Lésungen iiberschichtet. 

Die Konzentrationsbestimmung der Caprylsaurelésungen nach den 
in Spalte 1 gegebenen Zeiten konnte nur mit Hilfe der stalagmo- 
metrischen Methode ausgefiihrt werden. Die Zahlen der Tabellen | 
und II bezeichnen die Tropfenzahlen bei Verwendung eines Stalagmo- 
meters, dessen Tropfenzahl fiir Wasser = 53,8 war. 

Mit Hilfe der Tabelle III kann man aus den Tropfenzahlen die 
Konzentrationen berechnen. 


') Tomita, diese Zeitschr. 158, 335, 1924. 
*) J. Traube, ebendaselbst 158, 358, 1924. 
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Tabelle I. Tropfenzahl. 





5 Proz. Gelatine 5 Proz. Gelatine 5 Proz. Gelatine | 5 Proz. Gelatine 
+ 9/320 + 2Proz. Lecithin + 5Proz. Lecithin | +8 Proz. Lecithin 
| + n/320 + n/320 + n/320 


Caprylsaure Caprylsaure Caprylsaure Caprylsaure 


95.3 95.3 95.3 95,3 
90.8 88.9 7,7 86.4 
89.6 84.3 80,8 76.9 
83,9 79.6 75.6 72,1 
80,7 73,5 70.9 68,1 
77,2 708 67.6 65.5 
73,1 66,4 65,5 644 

— 66.3 65,8 66,0 


Tabelle 11. Wontroile. 





. 5 Proz. Gelatine 5 Proz. Gelat ne 5 Proz. Gelatine 
5 Proz. Gelatine Foz. Xs c z. Ge 

WwW : ’ + 2Proz. Lecithin + 5 Proz. Lecithin | + 8 Proz. Lecithin 
7 = + Wasser + Wasser + Wasser 


53,8 53.8 53.8 53.7 
53,8 54.6 54,7 54,0 
53,5 564 55.0 54.8 
53.4 574 55.5 56,0 
56,2 58.5 57,0 57,3 
57,0 59,7 58,1 59.6 
58,5 62.5 61,6 63,7 
58,0 62.6 62.8 64,1 


Tabelle 111. Caprvisiure. 





Normmalitat 
der Losung 


Normalitat 


der Lésung Tropfenzah! 


Tropfenzahl 


mf/3S0... .. 95.4 n/5120 .. 54,7 
n/640 ... 77,5 n/10240. . 54,3 
n/1280 .. 66,1 Wasser (dest.) 54.0 
n/2560 . . 57,6 | 

Leider ist, wie bereits in der Arbeit von Tomita erwaihnt wurde, 
die stalagmometrische Methode gerade bei den Gelatinegelen in quanti- 
tativer Hinsicht nicht sehr genau, da auch bei der Uberschichtung 
der Gele mit reinem Wasser mit der Zeit eine erhebliche Zunahme 
der Tropfenzahlen statthat. Tabelle II enthilt die diesbeziiglichen 
Werte, welche als Korrektionswerte dienen. 

Immerhin fiihren die Versuche zu dem gewi8 nicht unwichtigen 
Ergebnis, daf die stark oberflichenaktive Caprylsdure mit zunehmendem 
Lipoidgehalt des Gels mit wachsender Geschwindigkeit aufgenommen 
wird, und in den lipoidhaltigen Gelen ist die Aufnahme der Caprylsdure 
nach eingetretenem Gleichgewicht nahezu volistindig. Bemerkenswert 
ist die doch immerhin recht allmdhliche Aufnahme der Caprylsiure 
Nach besonderen Versuchen von Tomita (vgl. l.c.) dndert hieran 
ein staindiges Bewegen der Schalen sehr wenig. 
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Es wurden ferner in ganz gleicher Weise Versuche mit n Buttersdure 
ausgefiihrt. Hier wurden je 5ccem der wisserigen Buttersiurelésung 
mit n Natronlauge und Neutralrot titriert. Tabelle 1V enthalt die 
Buttersiurekonzentrationen nach den in Spalte 1 angegebenen Zeiten, 
wenn die Buttersiiurekonzentration bei Beginn der Versuche gleich 5.0 
gesetzt wurde. 


Tabelle IV. Titration (mit n Natronlauge titriert). 





5 Proz. Gelatine 
8 Proz. Levithin 
+ n Buttersaure 


5 Proz. Gelatine 
+ 5 Proz. Lee thin 
+ n Buttersaure 


» » 
5 Proz. Gelatine | 5 Proz. Gelatine 
Zeit Butte : + 2 Proz. Lecithin 
+ n Buttersaure + n Buttersaure 





0’ 5.0 50 50 50 
3 46 43 4.0 38 
15 4,1 4,0 35 3,4 
30 3,7 3.6 3,3 3,1 
]h 3,2 3,1 2.6 2,7 
2 24 2.4 2.3 2,2 
24 -- 1,7 17 16 


Buttersaure ist weit weniger oberflichenaktiv als Caprylsiure, 
aber immerhin noch stark oberflachenaktiv. Man erkennt einen Einflub 
des Lecithingehalts auf die Geschwindigkeit der Osmose, der aber 
weniger gro} ist als bei Caprylsiure, insbesondere erkennt man, dab 
nach 24 Stunden noch erhebliche Buttersiuremengen in der wasserigen 
Lésung sind, deren Menge allerdings) infolge der Quellung des Gels 
sehr erheblich abnimmt. Bei dem lecithinfreien Gel ist die Menge der 
Lésung bereits nach 24 Stunden gleich 0 geworden. 

Es wurden alsdann, um die Geschwindigkeit der Diffusion ver- 
schieden stark oberflichenaktiver Stoffe in lipoidfreien und _lipoid- 
haltigen Gelen zu untersuchen, mit EZssigsdure und Buttersdure Reagenz- 
glasversuche in der Weise angestellt'), daB je 12ccm eines 3proz. 
Gelatinesols ohne und mit 2 Proz. Lecithinzusatz geliert wurden und 
diese Gele mit 3ccm n/1 sowie '/,)n wiisseriger Essigsiure- bzw. Butter- 
siurelésungen iiberschichtet wurden. Den Gelen waren minimale 
Mengen Neutralrot zugesetzt. 





Tabelle V. Essigsiiure. 
I Ohne Lecithin Mit Lecithin 
Zeit - - 
n nj/10 n n/10 

10’ 0.3 cem 0,25 ecm 0,4 ccm 0.3 cem 
30 | 035 . on « m= 
]h 07 , 05 , oy... 05 , 
2 ‘ ee es a 10 . 
24 a4. | i «= 
48 it 34 ,. és... a 
1) Vgl. Tomita, diese Zeitschr. 158, 335 u. f., 1924. 
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Tabelle VJ. Buttersiure. 





Ohne Lecithin Mit Lecithin 
n n/l0 n n/l0 

10’ 0.3 com 0.25 com 0,35 ccem 0,25 cem 
30 ae 03 2 05 a 0,3 - 

Jh = 045. 065 | 045 . 

2 09 . 0.6 Z 09 2 0.6 S 
24 _— . 2,1 ‘ 2.6 - 1,7 
48 43 . 2.9 - 3,8 “ 24 


Man erkennt, dali zunachst Essigsiure wie Buttersiure sowohl 
im lipoidfreien wie lipoidhaltigen Gel ann&ihernd gleich schnell vor- 
dringen, allmahlich zeigt sich indessen, daB die weniger oberflichen- 
aktive Essigsiure offenbar infolge der gréBeren quellenden Wirkung 
sowohl im lipoidfreien wie lipoidhaltigen Gel etwas schneller vordringt. 

Um den EinfluB der Saurequellung auszuschalten, wurden noch 
eine Anzahl Versuche ausgefiihrt mit Octylalkohol- und i-Amylalkohol- 


lésungen. 

Hier wurde gleichfalls in Erganzung der Versuche von Tomita 
anstatt des Gelatinegels ein Kiereiweifgel verwandt ohne und mit 
Zusat= verschiedener Mengen von Eigelh. 

Das Eiwei8 eines Hiihnereis mit und ohne Zusatz des Eigelbs wurde 
in den beschriebenen Glasschalen von 12,7 em Durchmesser 7 Minuten 
lang auf einem Wasserbade mit siedendem Wasser erwiirmt. Nach '4stiin- 
digem Abkiihlen wurden dann die Gele mit 30cem der betreffenden 
Das Ejigelb wurde vorher im Mérser mit dem 


Lésungen tberschichtet. 
Konzentrationsbestimmungen erfolgten auf 


Eiweif gut verriihrt. Die 
stalagmometrischem Wege. 

Tabelle VII zeigt die Ergebnisse beim Octylalkohol. Tabelle VIII 
enthalt die Anderungen der Tropfenzahlen bei Verwendung reinen 
Wassers und Tabelle IX die Anderung der Tropfenzahlen von Octyl- 
alkohollésungen mit der Konzentration. 


Tabelle VII. Tropfenzahl (Octylalkohol), 





2 EiweiB + gee | 2 Eiweif 1 EiweiB + 2Eigelb | 1 Eiweifs + 3Eigelb 
Zeit sattigte wasserige + 1 Eigelb + ge- + gesattizte + gesattigte 
_ Octylalkohol- sattigte wasserige wasserige Octyl- wasserige Octyl- 
josung | Octylalkohollésg. alkohollésung alkohollésung 
0’ 115.3 1154 115, 115.3 
3 109,0 100,2 100.5 102.5 
15 98.3 88.4 88,2 92,0 
30 92,2 82,2 $2,3 84,2 
Ih 7,9 7A 78,0 78,1 
2 83,2 735 72,2 74,6 


24 74.0 69,2 66,2 71,6 
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Tabelle VIII. Tropfenzahl (Kontrolle). 





2 Eiweif 2 Eiweifs 1 Eiweif + 2Eigelb 1 EiweifS + 3Figelb 
Zeit + dest. Wasser , pai tied dest. Wasser + dest. Wasser 
(30,0 com) (30,0 com) (30.0 com) (30,0 com) 
Y 53.8 538 54.9 53,9 
3 se oe | 55,2 64,8 65,2 
15 54.2 55,7 65.4 6,5 
30 55,1 65 65.4 67,2 
Ih D4 56,8 65.9 68,0 
2 56,0 57D 66,4 69,0 
24 6.7 60.2 67.9 70.7 


Tabelle 1X. Troptenzahl. 





In Wasser Octylalkohol | Amylalkohol In Wasser Octylalkohol Amzylalkohol 
Gesattigte Los. 115,0 138,0 1), gesiittigte 66,7 72.6 
', gesiittigte 92,2 105.7 a o ¥ 59.8 63.9 
a, a 75,7 85.9 


Bei Beriicksichtigung der Tabelle VILL erkennt man, dab mit 
zunehmendem Lipoidgehalt (Eigelb) die Geschwindigkeit der Auf- : 
nahme des Octylalkohols in das Gel zunimmt, auch hier zeigt sich P 
wie bei den Caprylsiureversuchen, daB nach 24 Stunden in den lipoid- 
reichen Gelen so gut wie aller Octylalkohol aufgenommen ist. Auch 
hier ist man einigermaBen verwundert, das die Aufnahme des Octy!l- 
alkohols durch die Gele nicht schneller erfolgt. Aus der Tabelle X in 
Verbindung mit den Tabellen VIII und IX erkennt man das Verhalten 
des i-Amylalkohols. 


Tabelle X. Tropfenzahl (Amylalkohol). 





2 EiweiB + ge- 2 Eiweif 1 Eiweif + 2Eigelb 1 Eiweifs + 3higelb 
Zeit sattigte wasserige + 1 Eigelb + ge- + gesattigte + gesattigte 
“s Amylalkohol- sattigte wasserige wasserige Amy!l- wasserige Amy! 
losung Amylatkohollésg. alkohollosung aikohollosung 
0’ 138.4 138.4 138.4 139.1 
3 130,9 132,0 130,9 1346 
15 120,4 123,3 1218 124.5 
30 114.9 116.3 114.1 117,1 
Ih 108.5 109.6 106.4 109.6 
2 102.9 102.3 102,9 103.0 
24 91,1 88,1 2,7 845 
48 90,1 86.6 80,2 82.6 


Es zeigt sich, da auch bei diesem noch stark oberflichenaktiven 
Alkohol die Geschwindigkeit der Osmose mit wachsendem Lipoid- 
gehalt zunimmt, daBb aber nach 24 Stunden im Gegensatz zum Octyl- 
alkohol noch ein erheblicher Prozentgehalt an Amylalkohol in der 
wasserigen Lésung enthalten ist. 
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Zusammenfassung. 

Es hat sich gezeigt, daB stark oberflachenaktive Stoffe, wie Capryl- 
siure und Octylalkohol, um so geschwinder in ein wasseriges Gel 
(Gelatine, EiweiB) eindringen, je lipoidreicher es ist. In den lipoid- 
reichen Gelen ist nach 24 Stunden nahezu die Gesamtmenge jener 
Stoffe in das Gel eingetreten. 

Bei weniger oberflachenaktiven Stoffen, wie Buttersaiure und 
i-Amylalkohol, besteht in bezug auf die Geschwindigkeit des Ein- 
dringens in die Gele auch ein Unterschied zugunsten der lipoidreichen 
Gele, der aber weniger bedeutend ist als fiir die obigen, starker ober- 
flachenaktiven Stoffe. Nach eingetretenem Gleichgewicht findet eine 
Verteilung statt, derart, daB noch erhebliche Substanzmengen in der 
wisserigen Lésung sind. 

Die Diffusionsgeschwindigkeit beim Eindringen von Essigsiure 
und Butterséure in ein lecithinfreies und lecithinhaltiges Gelatinegel 
ist anfangs annahernd gleich gro}, wird aber allmahlich fiir die Essig- 
siure etwas groéber. 




















Uber Osmose einiger Séuren in ein Gelatinegel. 


Von 
S. Yumikura. 


(Aus dem Laboratorium von Prof. J. Traube an der Technischen Hochschule 
Charlottenburg.) 


(Eingegangen am 18. Februar 1925.) 


T. Tomita’) hat kirzlich in einer Arbeit tiber Adsorption und 
Osmose in Gelen das Eindringen etlicher in Wasser geléster Stoffe 
in verschiedene Gele untersucht und gleichzeitig auch die Geschwindig- 
keit und GréBe der Wasseraufnahme durch die Gele festgestellt. Tomita 
hat indessen seine Untersuchungen nur auf Lésungen oberflichen- 
aktiver Stoffe, wie Fettsiuren, Alkohole usw. ausgedehnt. 

Es erschien nun wiinschenswert, die Untersuchungen auch mit 
einigen oberflacheninaktiven anorganischen Sauren, wie Salzsiure und 
Schwefelsaure, ferner mit den ja auch biologisch wichtigen, nur wenig 
oberflachenaktiven Siuren, Milchsiure und Ameisensiure, durch- 
zufiihren. 

Zwar liegen Untersuchungen tiber die Quellungserscheinungen 
bei derartigen Sauren schon mehrfach vor, indessen Herrn Prof. T'raube 
und mir muBte daran liegen, gerade nach der von Tomita fir ober- 
flichenaktive Siuren, wie Essigsiure, Buttersiure und Caprylsiure 
angewandten Methode auch die oben genannten Sauren zu untersuchen. 
um in erster Linie das Verhalten oberflichenaktiver und oberflichen- 
inaktiver Siuren in bezug auf die Geschwindigkeit des Eindringens 
in Gele und die Verteilung nach eingetretenem Gleichgewicht ver- 
gleichen zu kénnen. 

Die Untersuchungen wurden nur auf ein Gelatinegel ausgedehnt. 

Je 50 ccm eines Sproz. wiisserigen Gelatinesols (s. die vorhergehenden 
Arbeiten) wurden in drei zylindrischen Glasschalen von 12,7 em Durch- 
messer zum Gelieren gebracht, und etwa I Stunde danach wurden die 


1) T. Tomita, diese Zeitschr. 158, 335, 1924. 
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Gele mit je 30 ccm der wiisserigen Lésungen der genannten Siuren von 
verschiedener Normalitét iiberschichtet. Die Schalen wurden mit Glas- 
schalen bedeckt, und es wurde nun in der ersten Schale nach 3, 15, 30 Mi- 
nuten, nach 1, 2 und 24 Stunden die Wasseraufnahme durch das Gel fest- 
gestellt, aus Schale 2 wurden nach den genannten Zeiten je 2.5cem der 
Lésung abpipettiert und mit Natronlauge gleicher Normalitaét unter Zusatz 
von Neutralrot titriert. Schale 3 diente dazu, um die aus Schale 2 wiederho!t 
entnommenen 2,5 cem wieder zu ersetzen. Auf diese Weise wurde die Ab- 
nahme der Siurekonzentration in der wiisserigen Lésung festgestellt, und 
daraus wurden unter Beriicksichtigung der Volumenverringerung der 
Lésung mit der Zeit die Molzahlen in der Lisung und im Gel nach ver- 
schiedenen Zeiten bestimmt (vgl. auch Tomitas erste Arbeit, |. ¢.). 


In Tabelle I finden sich in Spalte | die Beobachtungszeiten in 
Minuten und Stunden, und in den folgenden Spalten in Kubikzenti- 
metern die Mengen der Lésungen, welche nach den angegebenen Zeiten 


noch vorhanden waren. 








Tabelle J. 
Quellungen des Gels durch Siéuren und Salze. 
Salzsaure Schwefelsaure 
Zeit 
n n/5 n,10 nw n n5 n lo 
0’ 30,0 30,0 30,0 30,0 30,0 30,0 30.0 
3 29,0 27.9 27.6 248 29,1 28.0 27.8 
(28'8) (28,6) 
15 28,4 26.2 25.2 21,7 28,3 27.0 26.0 
(28,4) (27,8) 
30 27,2 25.0 23.0 19.5 27,8 26.0 24.3 
(27,4) (26,8) 
Ih 26,3 22.4 19.6 163 26,7 24.8 217 
(26,0) (25,2) 
2 24.6 20.1 15.8 14,7 24,8 22,4 19.4 
(23,7) (23:7) 
24 12,3 4,2 0 9.2 18,0 12.8 4,2 
(6,2) (10,1) 
Milchsaure und ihre Salze Ameisensaure und ihre Salze 
jn Milchsaure . nAmeisens. D 
Zeit (15,0 ccm), ne (15,0 cem), — 
n m2 n/5 n/l0) n/2 milch+ milchsaures, n n/2  n/5 n/2 _— ameisensaur. 
saur. Natron saur. Natron w 
(15,0 ccm) | Netwen (15,0 ccm) ae 


0’ 30,0 30.0 30.0'30,0 300 | 300 |'300/30,0\30.0! 30,0 30,0 


3 25,0 23,6 23,2 232 286 300 260240243 292 29.6 
15 22,6 206 198 192 281 30,0 21,9 21.0 20,0 28,6 29.2 
30 19,1 16,9 15.9 15.9 27,2 29.7 18,9174 168 28,0 28,9 
1h)15,1/ 12,2124 124 260 29,5 14,1 13,5 124 27,2 28.4 
2/102) 64° 8 85 242 29,1 05 82 82 25,3 27.6 
24 0 0 0 0 98 23.4 0 0 0 14.0 20.9 


Wahrend im allgemeinen 50 ccm des genannten Gelatinegels sich 
in den Schalen befanden, wurden bei n Salzsaure und n Schwefelsiure 
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auch Versuche ausgefiihrt, bei denen die sechsfache Gelmenge, also 
300 com Gelatinegel sich in den Schalen befanden. Hierauf beziehen 
sich die zweiten unteren Zahlen in den Spalten 2 und 6 der Tabelle. 
In den Spalten 13 und 14 bzw. 18 und 19 finden sich die Versuchs- 
ergebnisse fiir 0,5 n Lésungen von Natriumlactat und Natriumformiat, 
wie von Mischungen der Lésungen dieser Salze mit den betreffenden 
Sauren. 

Die Tabelle I zeigt in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen 
friiherer Untersuchungen, daB insbesondere Salzsiiure, Milchsiure und 
Ameisensiure stark quellend auf das Gelatinegel wirken, und zwar 
erweist sich die Geschwindigkeit und GréBe der Quellung durch 
Ameisensiiure und Milchsaure fast gleich grob, waihrend die Quellung 
durch Salzsiure merklich geringer ist. Die Geschwindigkeit der Quellung 
durch Schwefelsiure ist geringer als durch Salzsiure, namentlich nach 
24 Stunden zeigt sich ein erheblicher Unterschied. 

Ein Vergleich der Ameisensiurequellung mit der Quellung durch 
Essigsiure und Buttersiure nach der Arbeit von Tomita zeigt, dal 
Ameisensiiure, wie bereits bekannt ist, wesentlich stirker quellend 
wirkt als Essigsiure und Buttersiure. 

Die weiteren Ergebnisse der Tabelle decken sich im wesentlichen 
mit friiheren Feststellungen, so da} nicht weiter darauf eingegangen 
werden soll. 

Die Tabellen IL bis V geben nun Auskunft iiber das Eindringen 
der gelésten Siuren in das Gel, und Tabelle VI iiber das Vordringen 
derselben. Die Tabellen Il bis V sind zunichst ohne weiteres ver- 
stindlich. Spalte 1 enthalt die Beobachtungszeiten und dic tibrigen 
Spalten enthalten die unter Beriicksichtigung der Wasseraufnahme 
durch das Gel berechneten Gesamtmengen der Siuremole, welche 
nach den betreffenden Zeiten noch in der vorhandenen Lésungsmenge 
sowie im Gel vorhanden sind. 


‘ 





Tabelle 11. 
n Salzsaure n Salzsaure n/5 Salzsaure n/10 Salzsaure n/50 Salzsaure 
(30.0 ccm) + Gel (30.0 com) + Gel (30,0 com) + Gel (30.0 com) + Gel (30,0 com) + Gel 
(6 X ccm) (50,0 ccm) (50.0 com) (50,0 ccm) (50.0 com) 
Zeit - - 4 
Molzahl Mojizaht Molzabl Moizahi Molzahl Moizaht Molzahl Moizaht | Molzahl — Moizahi 
in der —. in der. in der. , i ri. in der . - 
Lésung i™ Gel Lésung #™ Gel Lésung i™ Gel Lésung i™ Gel Lésung im Gel 
| 
0 \0,03001 — 0,02300 — |0,0060 — 0.0030 —  0,00059 


30,0196 0,0104 0.0209 0,0091 0,0039 0,0021 0,0019 0,0011 0.00038 0.00021 
15. (0.0159 0,0141 0,0170 0.0130 0,0026 0,0034 0,0013 0,0017 0.00022 0.00037 
30 0,0126 0,0174 0,0130 0.0170) 0.0020. 0,0040 0.0009 0,0021 0.00011 0.00048 

Ih | 0,0094 0.0206 0,0113 0,0187 0,0016 0,0044 0.0005, 0,0025 0.00005  0,00054 

2 0,0066 0.0234 0,0093 0.0207 0,0014 0,0046 0.0003 0.0027 0.00004 0.00055 
24 0.0005 0.0295’ 0.0047 0.0253 0.0003 0.0057 —  — 0.00003 0.00056 





: 
: 
| 
| 

















0.0206  0,0094 
0.0167 0.0138 
0.0139 0.0161 
0.011L | 0.0189 
0,0085 | 00115 
0.00096 0.0290 


no ed 
Sroe S ie 


0.0209 0.0091 
0,0181 0.0119 
0,0124 | 0.0176 
0,0128 , 0.0172 
0,0099 00201 
0.0068 0.0232 


0,0036 0,0024 
0,0027 0.0033 
0,0021 | 0.0039 
0,0016 0.0044 
0,00030 0.0057 
0,0002 0.0058 


Tabelle 1V. 
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Tabelle III. 
n Schwetelsaure n Schwetelsaure n/5 Schwetelsaure n/10 Schwetelsaure 
(30,0 com) + Gel (30,0 ccm) + Gel (30,0 com) + Gel (30,0 com) + Gel 
(50,0 < 6 ccm) (50.0 com) (50,0 ecm) (50,0 com) 
Zeit . — - —_—— 
Molzaht | Molzaht | Molzabl | Motzaht  Molzabl | Motzaht  Molzabl | Motzabi 
in der ‘ in der | in der | *. " in der | . 
Lésung im Gel Lésung | ™™ Gel Lésung im Gel Lésung | im Gel 
0’ 0.0300 oo 0,0300 —- 0,0060 0.00300 — 


0,00189 0,00111 
0.00146 0.00154 
0,00097 0.00203 
0,00061 0,00239 
0,00047 0,00253 
0.00010 0.00290 





n Milchsaure 
(30,0 ccm) + Gel 


E (50,0 ccm) 
Zeit 


Molzahl |Molzahl 
in der 
Lésung | im Gel 


0’ =|: 0,0300  — 


n/2 Milchsaure  n/5 Milchsaure 
(30.0 ccm) + Gel (30,0 ccm) + Gel 
(50,0 ccm) 


(50,0 ccm) 


Molzahl Molzahl Molzabl Molzahl 


in der in 


Lésung im Gel Lésung ™ Gel 


0.0150 —  0,0060 


— | 0,0030 


Lésung '™ 


n Milchsaure 


n/10 Milchsaure| (15,0 vem) und 
(30,0 ccm) + Gel n/2 milchsaures 
(50,0 ccm) 


Natron (15,0ccm) 
+ Gel (S80cem) 


‘Molzabl Molzahl Molaakl Molzahi 
J Gel Los sung im Gel 


— /00150 — 


3 0,0230 0,0070 0,0104 0,0046 0,0041 0,0019 0,0020 0,0010 0.0114 0.0036 
0,0082 0,0068 0,0032 0,0028 0,0015 0,0015 0.0106 0.0044 
30 0,0145 0,0155 0,0068 0,0082 0,0022 0,0038 0,0011 0,0019 0.0087 0,0063 

1h =: 00,0105 0,0195 0,0037 0.0113 0,0015 0.0045, 0,0007 0.0023 0,0073 0.0077 
0,0015 0.0135 0,0008 0.0052 0.0004 0,0026 0.0020 0.0130 


15 0,0199, 0,0101 


2 0,0086 0,0214 


24 shies De 


Tabelle V. 


— 0.0008 0.0142 





n Ameisensaure 
(30,0 ccm) + Gel 
(50.0 ccm) 


n/2 Ameisensaure 
(30,9 ccm) + Gel 
(50,0 ccm) 


n/5 Ameisensaure 
(30,0 com) + Gel 
(50,0 ccm) 


n Ameisensaure 
(15,0 ccm), n/2 
ameisensaur. Natron 
(15,0 ccm) + Gel 





Zeit (50,0 ccm) 


Molzahl Molzahi Molzahl = Mojzaht Molzahl Molzaht | Molzahl = Moizahi 
in der in der in der in der 


Lésung im Gel Lésung im Gel Lésung im Gel Lésung im Gel 
0’ 0.0300 — 0,0150 - 0,0060 --- 0.0150 — 
3 0.0210 | 0,0090 0,0104 | 0.0046 0,0041 0,0019 0.0117 0.0033 


15 00158 0.0142 | 0,0076 0.0074 00,0029 0.0031 0,009] 0.0059 
30 0.0117 | 0,0183 00,0042 | 0.0108 0.0022 0.0038 ~—-00084 0.0066 
1h | 0.0065 0.0235 0.0036 | 0.0114 — 0,0013 0.0047 0.0065 0,0085 
2 00,0042 | 0,0258  0,0017 | 0.0133 —-0,0007 0.0053 00,0056 | 0.0094 
24 ma ~~ a ace om am 0,0031 0.0119 


Es interessiert uns einmal die Geschwindigkeit, mit welcher die 
betreffenden Sauren in der Abhangigkeit von der Konzentration und 
der Gelmenge in das Gel eindringen, ferner vor allem die Verteilung 
der Sauren in Lésung und Gel, welche nach 24 Stunden statthat. 
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Tabelle VI. 


3 Proz. Gelatine (10,0 cem) + Sauren (3,0 ccm). 
Messungen der Diffusionsgeschwindigkeit in Zentimeter. Reagenzglasversuch. 





Salzsaure Schwetelsaure Milchsaure Ameisensaure 
Zeit ; > 
n n/5 nl n n5 n/10 n n5 n,10 n n/2 n5 nil 


' com cm com ccm cm com | ccm com com com om com com 


Vv 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

10 045 035 03 035 03 025'03 025 02 035 03 025) 020 

30 07 06 #05 06 O05 045 045,04 035 065 055 045) 0,35 

Ih 10 O8 O7 O8 07 O6 O6 055 05 085 0,75 0,65 0,55 

2 14 115 10 (115/10 |08 (0,85 0,75 | 0,7 115 105 085) 0.70 
uber 

24 #155 40 33 43 |'3.35'285'30 26 |23 | 3,80) 3.30) 280; 260 


Die Salzsiuretabelle lehrt uns, wenn wir die Ergebnisse dieser 
Tabelle mit denjenigen der Arbeit von Tomita in bezug auf die Séuren 
Essigsiure und Buttersiure, vgl. daselbst 8S. 338 bis 341, vergleichen, 
daB die oberflaicheninaktive Salzsiure in den verschiedenen Konzen- 
trationen geschwinder in das Gelatinegel eindringt als die oberflichen- 
aktiven Fettsiuren Essigsiure und Buttersiure, welche nahezu gleich 
schnell eindringen, und ebenso zeigt sich, daB bei eingetretenem Gleich- 
gewicht nach 24 Stunden mehr Salzsiure als Essigsiure und Butter- 
siure in das Gel eingetreten sind. 

Wenn die Gelmenge (vgl. Spalten 2 und 3) anstatt wie bei den 
anderen Versuchen 50 ccm — 300 ccm betrigt, so wird nahezu die ge- 
samte Salzsiuremenge vom Gel aufgenommen. 

Die Schwefelsiuretabelle fiihrt im wesentlichen zu denselben 
Ergebnissen. Die Geschwindigkeit des Eindringens ist fiir Schwefel- 
siure etwas geringer als fiir Salzsiure, und nach 24 Stunden sind die 
in das Gel eingedrungenen Salzsiuremengen etwas gréBer als fiir 
Schwefelsiure. 

Die Milchsiure dringt anfangs cin wenig langsamer in das Gel 
ein als die Salzsiure, aber nach langeren Zeiten ist entsprechend der 
gréBeren Wasserquellung auch mehr Milchsiure als Salzsiure in das 
Gel eingedrungen. 

Die Ameisensiure dringt namentlich in den konzentrierteren 
Lésungen wesentlich schneller in das Gel ein als Salzsiure, und ins- 
besondere auch schneller als Essigsiure und Buttersiure (s. Tomita, 
l. c.). 

Endlich sei auf Tabelle VI hingewiesen. Es handelt sich hier 
um Reagenzglasversuche, durch welche die Geschwindigkeit des Vor- 
dringens der verschiedenen Siaiuren in ein mit einer minimalen Menge 
Neutralrot versetztes 3 proz. Gelatinegel festgestellt wurde. Die 
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Reihenfolge der Sauren in bezug auf die Diffusionsgeschwindigkeit 
war: Salzsiure > Schwefelsiure > Ameisensaure > Milchsaure. 

Das wesentlichste Ergebnis dieser Arbeit diirfte in der Feststellung 
liegen, da sowohl in bezug auf die Geschwindigkeit des Eintritts 
von Wasser und in Wasser geléster Sauren in ein Gelatinegel sowie 
in bezug auf die im Gleichgewichtszustande eingetretenen Mengen 
zwischen oberflachenaktiven und oberflacheninaktiven Sauren nicht 
derjenige Unterschied statthat, den man nach den Versuchen Overtons 
und anderen iiber das Eindringen oberflichenaktiver Stoffe in Zellen 


und Zellkomplexen erwarten sollte. 














Lipoidtheorie und Oberflichenaktivitatstheorie. LI. 
Von 
J. Traube und 8S. Yumikura. 


{Aus dem Laboratorium von Prof. J. Traube an der Technischen Hochschule 
Charlottenburg. ) 


(Eingegangen am 18. Februar 1925.) 


Die vorhergehenden Mitteilungen des einen von uns (S. Yumikura) 
bilden eine willkommene Erganzung zu den vor kurzem') in dieser 
Zeitschrift veréffentlichten Arbeiten von Tomita iiber Adsorption 
und Osmose in Gelen sowie der daran sich anschliebenden Mitteilung 
von J. Traube iiber Lipoidtheorie und Oberflachenaktivitatstheorie®). 

Tomita hatte die Adsorption und Osmose in Wasser geléster 
oberflichenaktiver Stoffe gegeniiber einem 5proz. Gelatinegel ver- 
glichen mit der Adsorption und Osmose gegeniiber einem gleich- 
konzentrierten Gelatinegel, welchem 2 Proz. einer fein  verteilten 
Lecithinemulsion beigemengt waren. In der neueren Arbeit des einen 
von uns (Yumikura): Uber Osmose in wisserige Gele ohne und mit 
Lipoidzusatz, wurde indessen die Lipoidmenge variiert. Ein Gelatinegel 
ohne Lecithin wurde mit Gelen von 2 bzw. 5 bzw. 8 Proz. Lecithin 
verglichen, und ebenso ein HiihnereiweiBgel mit gemischten Gelen 
aus einem Hiihnereiwei8 mit einem bzw. zwei bzw. drei Hiihnereigelb. 

Diese neueren Versuche bestatigen zunichst, in welch hohem 
MaBe bei stark oberflichenaktiven Stoffen, wie Caprylsiure und Octy)l- 
alkohol, die Adsorptions- und osmotische Geschwindigkeit sowie die 
Verteilung des Adsorptivs im Gleichgewichtszustand zwischen Gel 
und wasseriger Lésung von dem Lipoidgehalt der Gele beeinfluBt wird. 

Die Tabellen I, If und III der erwahnten Arbeit des einen von 
uns (Yumikura) lehren uns, daB in dem 8 Proz. Lecithin haltigen Gelatine- 
gel nach 24 Stunden so gut wie simtliche Caprylsiure vom Gel auf- 
genommen wurde, in dem 5 und 2 Proz. Lecithin haltigen Gel war 
die Aufnahme der Caprylsiure nicht ganz so vollstindig, in dem rein 


1) Tomita, diese Zeitschr. 158, 335, 1924. 
2) J. Traube, ebendaselbst 158, 358, 1924. 
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wisserigen Gel war nach 24 Stunden die Verteilung der Caprylsaure 


zwischen Gel und Wasser etwa wie 2: 1. 

Bei Octylalkohol und den EiweiBgelen wurden analoge Ergebnisse 
erzielt (vgl. die Tabellen VII, VIII und LX). Das Gel aus einem Hiihner- 
eiweiB -+- drei Eigelb nahm nach 24 Stunden den Octylalkohol so gut 
wie vollig in sich auf. Das EiweiBgel mit zwei Eigelb adsorbierte den 
Octylalkohol um ein Geringes weniger, bei dem Gel ein EiweiB + ein 
Kigelb waren die Unterschiede schon gréBer, im reinen Eiweibgel 
war die Verteilung zwischen Gel und wisseriger Lésung etwa wie 3: 1. 

Auch hier sei nochmals die Langsamkeit hervorgehoben, mit welcher 
selbst derartig starke oberflachenaktive Stoffe, wie Caprylsaure und 
Octylalkohol, von den Gelen aufgenommen wurden. Von dem wasserigen 
Gelatinegel war nach 2 Stunden erst etwa die Halfte der Caprylsiure 
adsorbiert, und selbst bei dem 8 Proz. Lecithin haltigen Gelatinegel 
dauerte es nahezu 15 Minuten, bis die halbe Menge der Caprylsiure 
aufgenommen war. 

Die Versuche mit Essigsiure, Buttersiure, i-Amylalkohol (s. dic 
Tabellen IV, V, VI, 1X und X) ergaben, daB fiir diese Stoffe von ge- 
ringerer Oberflichenaktivitat die Geschwindigkeit der Aufnahme in 
die Gele wesentlich geringer war als fiir Caprylsiure und Octylalkohol ; 
die Verteilung nach 24 Stunden war so, daB in der Phase der wisserigen 
Lésung noch erhebliche Mengen der genannten Stoffe enthalten waren 
auch bei Gegenwart der Lipoide, wie sich tiberhaupt zeigte, daB der 
ZinfluB der Lipoide zwar vorhanden war, aber derselbe war weniger 
bedeutend als fiir Caprylsiure und Octylalkohol. Die Diffusions- 
geschwindigkeit der genannten Sauren im Gel (Tabellen V und VI) 
wurde nur sehr wenig durch Lecithinzusatz beschleunigt. Dieselbe 
ist fiir Essigsiure und Buttersiure trotz der groBen Unterschiede der 
Oberflichenaktivitat nur wenig verschieden. 

Werfen wir nun einen Blick auf die vorhergehende Arbeit des 
einen von uns (Yumikura): tiber die Osmose einiger Sauren in ein 
Gelatinegel, so ist vom Standpunkt der hier uns interessierenden Frage 
die Tatsache besonders beachtenswert, da die oberflicheninaktive 
Salzsiure und selbst die langsamer aufgenommene Schwefelsiure 
von dem wisserigen Gelatinegel schneller und vollkommener auf- 
genommen werden als die stark oberflachenaktive Caprylsiure oder 
Buttersiure oder Essigsiure. Fiigen wir aber dem Gelatinegel mehr 
und mehr Lecithin hinzu, so wird die Aufnahme der Mineralsiuren 
sicherlich nicht giinstiger, sondern bei gréBeren Lipoidmengen un- 
giinstig beeinfluBt, dahingegen werden die oberflichenaktiven Stoffe, 
ganz insbesondere die stark oberflichenaktiven Stoffe, mit stark 
wachsender Geschwindigkeit und Menge aufgenommen. Wdhrend also 
in wésserige Gele oberjflicheninaktive Stoffe oder schwach oberflichen- 
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aktive Stoffe oft mit gréBerer Geschwindigkeit eindringen und besser 
vorwirts diffundieren als Stoffe von grépter Oberfldchenaktivitat, dic 
wegen thres groBen Molekiils hdufig nur langsam weiter diffundieren, 
dindern sich die Verhdltnisse griindlich, sobald steigende Lipoidmengen 
vorhanden sind. Dann erst treten alle jene Erscheinungen ein, welche 
an pflanzlichen und tierischen Zellen, an Muskeln usw. beobachtet wurden, 
d. h. die Stoffe dringen um so schneller und in um so gréBerer Menge 
in die Gele oder Zellen ein, je oberflachenaktiver bzw. je lipoidléslicher 
ste sind, und hier kommen wir nun auf die wesentlichste Ursache, weshalb 
beide Theorien, sich gegenseitig ergdinzend, im allgemeinen Giiltigkeit 
haben. Die Oberjlichenaktivitdt geht im allgemeinen, wenn auch keines- 
wegs immer, wie der eine von uns (Traube) stets hervorhob, der Lipoid- 
lislichkeit parallel, die geringe Haftintensitét am Wasser bedingt meist 
eine groBe Haftintensitat an Lipoiden. 

Wir wollen nicht vergessen, darauf hinzuweisen, dab die Ge- 
schwindigkeit der Adsorption und Osmose in Wasser geléster Stoffe 
in Gele und der Grad der Aufnahmefihigkeit in erster Linie auch 
abhangt von dem durch die Lésungen hervorgebrachten Quellungs- 
grad der Gele. 

Auch in dieser Beziehung haben die vorhergehenden drei Arbeiten 
(Yumikura) zu beachtenswerten Ergebnissen gefiihrt. Insbesondere 
sei hier hingewiesen auf die Tabellen der Arbeit: Uber Osmose einiger 
Anisthetika in wisserige und lipoidhaltige Gele. Obwohl es sich hier 
namentlich bei Alkalizusatz um die Adsorption und Osmose stark 
oberflichenaktiver Basen (Cocain, Alypin usw.) handelt, sind doch 
nach 24 und 48 Stunden nach eingetretenem Gleichgewichtszustand 
noch bedeutende Alkaloidmengen in der Phase der wisserigen Lésung 
geblieben, weit gréBer als bei den Siuren, insbesondere Mineralsauren, 
weil die zum Teil sehr starken Saurequellungen bei den Alkaloid- 
versuchen in Wegfall kommen. Auch in der Alkaloidarbeit zeigte sich, 
daB bei den besonders oberflichenaktiven Alkaloiden, wie Cocain, Alypin 
und anderen, ein wesentlich gréBerer EinfluB eines Lecithingehalts des 
Gelatinegels auf die aufgenommene Alkaloidmenge festgestellt werden 
konnte als fiir ein weniger oberflichenaktives Alkaloid, wie Novocain. 

Die von dem einen von uns (T'raube) begriindete Oberflichen- 
aktivititstheorie ist von der Mehrzahl der maBgebenden Forscher 
gegeniiber der Lipoidtheorie bevorzugt worden, auch hat dieselbe ja 
sogar eine gewisse quantitative Bestatigung erhalten durch die bekannte 
Regel fiir homologe Reihen sowie die Versuche von Czapek, Kisch u. a. 

Hoéber, welcher sich lange Zeit gegen die Oberfliichenaktivitats- 
theorie ablehnend verhielt, stellt in der neuesten Auflage (1924) seines 
vortrefflichen Lehrbuchs: Physikalische Chemie der Zelle und der 
Gewebe, die beiden Theorien koordiniert nebeneinander. 














J. Traube u. S. Yumikura: 


Hodber hatte gewiB nicht Unrecht, die Lipoidtheorie nicht fallen 
zu lassen, wenn auch seine Argumentation nach mancher Richtung 
angreifbar erscheint. So kénnen wir das Bedenken Hébers (S. 507 ff.) 
nicht teilen, welches derselbe zuungunsten der Oberflichenaktivitats.- 
theorie geltend macht, indem er darauf hinweist, daB die gegen Luft 
gemessene Oberflichenspannung von Lésungen nicht den Oberflichen- 
spannungen an Grenzflichen zweier Fliissigkeiten zu entsprechen 
brauchen. Dieses Bedenken erscheint uns unberechtigt zu sein. Je 
oberflachenaktiver ein Stoff in bezug auf die Grenzflache Wasser / Luft 
ist, je mehr derselbe sich nach Gibbs an jener Grenzfliche anreichert, 
um so gréBer wird auch im allgemeinen seine Konzentration etwa an 
der Grenzfliche Wasser/Ol sein, denn die mehr oder weniger grobe 
Konzentrierung in der Grenzfliche hangt in erster Linie von der Haft- 
intensitat (Haftdruck) an der wasserigen Phase ab. 

Der Ubergang in die Grenzschicht bedeutet aber nur eine Chance 
fiir die Adsorption von seiten der zweiten Phase. Hier entscheidet 
eine zweite Haftintensitat, etwa die Haftintensitaét zum Lipoid usw., 
und diese Haftintensitat entzieht sich meist unseren Messungsmdéglich- 
keiten. Traube und Klein') haben gelegentlich durch ultramikro- 
skopische Beobachtungen festgestellt, da oberflichenaktive sub- 
mikronische Teilchen von Octylalkohol, Caprylsiure usw. sich an der 
Grenzflache Wasser/Ol in hohem MaBe konzentrieren. Die Teilchen 
behalten aber noch nach Tagen ihre lebhafte Brownsche Bewegung, 
nicht ein einziges Teilchen wird von der Oloberflache adsorbiert. Eine 
Adsorption in der wisserigen Grenzfliche bedeutet noch keine Ad- 
sorption an der Grenzfliche der zweiten Phase. Diese Auffassung 
sei den Ausfiihrungen Hébers (8S. 507 und 508 sowie 8S. 169) entgegen- 
gehalten?). 

Hdber bezeichnet die Oberflichenaktivititstheorie (Haftdruck- 
theorie) als Adsorptionstheorie der Permeabilitat. Diese Namet:s- 


1) Traube und Klein, Kclloid-Zeitschr. 29, 236, 1921. 

2) Die Bemerkungen Hoébers auf 8. 508 in bezug auf die gute Adsorbier- 
’ barkeit von Traubenzucker an Tierkohle trotz seiner Oberflicheninaktivitat 
ist daher kein die Oberflaichenaktivititstheorie belastendes Argument, 
ebenso sind die weiteren Bemerkungen auf derselben Seite iiber die Ad- 
sorption von Farbstoffen, ferner der drei Oxybenzoesiiuren, wie uns scheint, 
nicht richtig. Lésungen von Natriumsalicylat haben eine wesentlich ge- 
ringere Oberflichenspannung als die Natriumsalzlésungen der isomeren 
Oxybenzoesiuren. Den Oberflichenaktivitaiten der Salzlésungen gehen aber 
die Oberflichenaktivitéten der freien Sauren parallel. In Anbetracht 
der geringeren Wasserléslichkeit der Salicylsiiure ist an die Submikronen- 
bildung zu denken (vgl. Traube und Klein, |. c.). Auf die Ausfiihrungen 
Hobers, 8.514 seines Werkes, soll hier nicht eingegangen werden, aber 
dieselben erscheinen uns nicht berechtigt. 





len 
ny 
if.) 


en 





B 
| 


Lipoidtheorie und Oberflachenaktivitatstheorie. I. 387 


umtaufe diirfte sehr unzweckmaBig sein, man kann mit demselben 
Rechte auch die Lipoidtheorie als Adsorptionstheorie bezeichnen. 

Gelegentlich eines Vortrags des einen von uns (Traube) tiber die 
hier behandelten Fragen wurde von sachverstandiger Seite geiuBert: 
zwei Theorien kénnten doch nicht richtig sein. Hierzu sei bemerkt, 
daB die beiden Theorien ja gleichsam zu einer einzigen verschmelzen 
durch die Beziehungen, welche zwischen .Oberflichenaktivitat und 
Lipoidléslichkeit zwar nicht allgemein, aber im groBen und ganzen 
bestehen. Die Oberflichenaktivititstheorie ist ja sicherlich die all- 
gemeinere, indem sie einen viel gréBeren Komplex von Tatsachen 
umfaBt, denn es bestehen nicht nur die Beziehungen von Oberflichen- 
aktivitat und Lipoidléslichkeit, sondern von Oberflachenaktivitat zur 
Léslichkeit und Léslichkeitsbeeinflussung ganz allgemein, zur Ad- 
sorption, zum Dampfdruck, zu katalytischen Vorgiingen usw., und es 
ist ganz besonders darauf hinzuweisen, daB auch fiir nicht lipoidlésliche 
Stoffe, wie anorganische Salze, Zuckerarten, Glycerin, Glykokoll usw. 
die Faihigkeit der Adsorption und des Eindringens in Zellen dem Einflu8 
auf die Oberflichenspannung des Wassers parallel gehen. Die Be- 
ziehungen aber, welche sich bei Versuchen an Pflanzenzellen, Blut- 
kérperchen, Muskeln usw. in bezug auf das Eindringen der Stoffe 
und ihre Oberflichenaktivitat ergeben haben, waren wohl nie gefunden 
worden, wenn die Zellen nicht lipoidhaltig waren. 


Anmerkung: In der ersten Arbeit iiber Lipoidtheorie und Oberflachen- 
aktivitatstheorie, diese Zeitschr. 158, 358, 1924, findet sich in der zweit- 
letzten Zeile der Anmerkung auf 8. 361 ein sinnentstellender Druckfehler. 
Es muB heiBen anstatt dissoziieren — diosmieren. 


Biochemische Zeitschrift Band 157. 26 











Uber Kisen- und Blutfarbstoff- 
bestimmungen in normalen Geweben und in Tumorgewebe. 


Von 
Muneo Yabusoe. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 21. Februar 1925.) 


Ich habe auf Vorschlag von Herrn Otto Warburg den Eisen- 
gehalt tierischer Zellen bestimmt und als Versuchsmaterial sowohl 
normale Organe von Ratten, als auch das Flexner-Joblingsche Ratten- 
carcinom benutzt. 

Methodisch bestand meine Aufgabe darin, das gesamte Eisen in 
den Organen zu messen und davon das Blutfarbstoffeisen abzuziehen. 
Das gesamte Eisen bestimmte ich in der Organasche kolorimetrisch') 
nach Lachs und Friedenthal, das Blutfarbstoffeisen als Hamin in methy]- 
alkoholischer Lésung mit Hilfe des Kénig-Martensschen Spektral- 
photometers?). 

Das Verfahren, das ich angewandt habe, ist keine Prizisions- 
messung, aber geeignet, in einfacher Weise die GréBenordnung des 
in den Zellen vorkommenden Eisens zu ermitteln. 


i. Bestimmung des Gesamteisens. 


Die Organe wurden mit vernickelten, mit Sodalésung befeuchteten 
Instrumenten pripariert, wobei die gréBeren GefiBe nach Méglichkeit 
entfernt wurden. Das Flexner-Joblingsche Rattencarcinom wurde 
von seiner blutreichen Kapsel befreit. Stiicke wurden aus dem Innern 
des Tumors herausgeschnitten, die weder nekrotisch noch reich an 
Bindegewebe waren. Derartige Stiicke sind bei einiger Ubung an 
ihrer blaustichigen Farbe leicht von bindegewebsreichen weiBlichen 
Teilen und den gelbstichigen nekrotischen Teilen zu unterscheiden. 

50 bis 200mg feuchter Organe wurden in einem gewogenen 
Porzellantiegel bei 100° bis zur Konstanz getrocknet, gewogen, ver- 


') Diese Zeitschr. 82, 130, 1911. 
*) F. F. Martens und F. Griinbaum, Ann. d. Phys. 4. Folge, 12, 984, 1905. 
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kohlit, gegliiht, mit einem Tropfen eisenfreier Salzsiure') und einem 
Kérnchen Kaliumchlorat versetzt und zur Trockne verdampft. Dann 
wurde der Tiegel mit 1 ccm sechsfach n Salzsiure, 1 com Wasser und 
leem 10proz. Rhodankalilésung ausgespiilt. Die Spiilfliissigkeiten 
wurden in einem Reagenzréhrchen vereinigt, ihre Farbungen in 
bekannter Weise mit Farbungen verglichen, die durch Verdiinnen der 
Freseniusschen Eisenlésung erzeugt waren. -'/ 99, mg Eisen konnte auf 
diese Weise noch bestimmt werden, und wahlite man die Organmengen 
so, daB etwa'/,,, mg Eisen zur Bestimmung kam, so betrug der Fehler 
etwa 20 Proz., eine fiir meine Zwecke ausreichende Genauigkeit. 


Il. Bestimmung des Blutfarbstoffeisens. 

Zur Bestimmung des Blutfarbstoffeisens wurden gréBere Organ- 
mengen, etwa je 1 g feuchten Gewebes, benutzt. Das Gewebe wurde 
mit Sand zerrieben, mit 1 com n Salzsiure versetzt, so daB die Reaktion 
kongosauer wurde, und mit 8 cem absoluten Methylalkohols verriihrt. 
Dann wurde zentrifugiert, mit 8ccm Methylalkohol durchgemischt 
und wieder zentrifugiert. Die vereinigten, beim Zentrifugieren gewon- 
nenen tiberstehenden Fliissigkeiten wurden mit 1 g fein gepulverten 
Magnesiumsulfats (MgSO, + 7 H,O) 5 Minuten geschiittelt und darauf 
so lange zentrifugiert, bis die iiberstehende Fliissigkeit vollkommen 
klar war, die schlieBlich in einen MeBkolben gebracht und hier auf 
20 ccm mit salzsiurehaltigem Methylalkohol (15 Teile absoluten Methyl- 
alkohols, 1 ccm n Salzsiure, 1 com Wasser) aufgefiillt wurde. Durch 
diese Behandlung wurde das Hamin aus dem Blutfarbstoffmolekiil 
abgelést und in eine klare, photometrierbare Lésung tibergefiihrt. 

Fiir die photometrische Messung benutzte ich eine mittlere Wellen- 
lange von 635 up, eine Schichtdicke der Haminlésung von 2 cm. 

Die Standard-Himinlésung enthielt 10mg Hamin auf 100 ccm 
und war hergestellt durch Auflésen von 10mg Hiamin in | cem 
n/10 Natronlauge, Zugabe von 50 ccm Methylalkohol. 2 ccm n Salz- 
siure und Auffiillen auf 100ccm mit Methylalkohol. Bezeichnen wir 
die Haminkonzentration mit ¢ und driicken sie in Milligramm /Kubik- 
zentimeter aus, so war die Konzentration der Standard-Himin- 
lésung 0,1. Diese Lésung gab im Kénig-Martensschen Photometer 
fiir eine Schichtdicke von 2cm die Winkel 

gy, = 64,6° 9, = 17,7° 
und die mit Methylalkohol auf das Zehnfache verdiinnte Standard- 


lésung 
y, = 41,9° 9. = 36,7° 


') S. Sakuma, diese Zeitschr. 142. 68, 1923. 


2 * 
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Der Absorptionskoeffizient a einer Lésung von der Hiaminkonzen- 
tration | berechnet sich nach der Gleichung 


> ss .—acd 
t= toe 


(i, auffallende Intensitat, ¢ austretende Intensitaét, c Konzentration 
der Haminlésung, d Schichtdicke der Himinlésung, e Basis der natiir- 
lichen Logarithmen), oder, da 
ty = ta {9 @, ; 
. {9 @, 
ed t 
. she el. 
dc tg Ms 


In 


a 


Driicken wir d in Zentimetern aus, so ergibt sich aus den an- 
gefiihrten Winkeln g, und 9, 


a bei der Haminkonzentration 0,1 . .. . 9,43 
oo a aa ets 4. eee 


Es ist also a in dem gepriiften Konzentrationsbereich nahezu 
von der Haminkenzentration unabhangig, so daB wir setzen kénnen: 


l l 1 tg 9, 


. eT oe ee 


Der Fehler bei der Bestimmung von a hangt von der Konzen- 
tration der Himinlésung ab.  Fiir sehr verdiinnte Haminlésungen 
betragt der Fehler bei der Winkelmessung einige zehntel Grade, so dab 
die kleinste Himinkonzentration, die noch erkannt werden kann, 
von der GréBenordnung 10~* mg/cem ist. 


III. Blutfarbstoffeisen in nichtgespiilten Organen. 

Zunachst habe ich festgestellt, wieviel Blutfarbstoffeisen man in 
den Organen findet, wenn man die Tiere tétet, ohne das Blut aus den 
GefaBen auszuspiilen. Ich tétete die Tiere auf verschiedene, in Tabelle I 
angegebene Weise und erhielt die in Tabelle I eingetragenen Werte. 

Aus der Tabelle ergibt sich, daB wir pro Gramm trockenen Gewebes 
an Blutfarbstoffeisen im Mittel finden: 

in dem Flexner-Joblingschen Rattencarcinom . . 0,005 mg 
I Balan 3 Es ae a ee a a eo 
Se te a a eS 6 Sok ee ee ee 
is sertettet Os arte ky: 4 oR ita hy 
ee Re ee eee, eee ee hl 
und daB die Todesart der Tiere an der GréBenordnung dieser Zahlen 
nichts andert. Die Werte fiir den Tumor liegen innerhalb der Fehler- 
grenzen einer Einzelbestimmung, sind aber doch — wenn auch mit 
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Tabelle J. 
. Abgelesene Winkel Himin-Fe pro 
Ratte, a aa 7 vechen Schichtdicke 2 cm 1000 mg Trocken- 
getétet durch oiebneee gewicht FES PP a substanz 
mg ~1 F2 mg X 10° 
Nackenschlag Tumor 200 39,7° 39.4° 4.8 
9 a 220 38.0 37,7 45 
- ‘a 180 37,3 37.0 55 
= in 240 37,9 37.6 41 
Erstickung - 200 37,6 37,4 3,3 
- ne 200 37,6 37,3 4.6 
= " 126 37,7 37,5 5.2 
a = 232 37,9 37,5 5.6 
o ME 170 37,8 37,6 3.8 
= 3 208 37,8 37,5 4,7 
" 208 37,9 37,2 1] 
Chloroform “ 130 35,65 35,45 5.1 
Blausaure (0,5 ccm “ 180 38,5 38,0 8.0 
n/10 HCN subkutan) 
Amylnitrit ‘ 184 38.5 38.0 Ry 
Nackenschlag Hoden 320 38,7 38,0 7,1 
. ™ 122 37,5 37,0 13 
. a 250 38,1 37,1 13 
a . 156 38,3 37,0 27 
Erstickung 304 38,0 37,0 1] 
4 ze 328 38,0 36.9 ll 
a a 180 38,5 37,25 17 
n ° 220 37,9 36,7 18 
a 316 38,3 37,1 12 
4 ‘i 200 39,3 36.8 41 
Chloroform - 400 38,95 37,4 13 
Blausaéure (0,5 ccm - 400 39,0 38,4 5 
n 10 HCN subkutan) 
Amylnitrit ‘- 156 38,9 38,5 8 
Nackenschlag  "auekel | 240 39,0 38,0 13 
m ‘a 150 35,9 35,85 12 
a in 176 38,0 37,5 9 
° ‘ 226 7,7 37,0 10 
“ ‘ 204 38,1 7,0 28 
Erstickung a 200 38,7 38,5 3 (?) 
= za 216 37,8 37,0 12 
- ‘ 154 38,5 375 21 
. “ 162 38,5 37,9 12 
- a 224 38, 37,0 16 
M pa 202 38,3 37,2 18 
- - 152 38,2 37,0 26 
oa = 210 37,9 | 370 14 
Blausi&ure (0,5 ccm re 104 38,9 38,5 13 
n/10 HCN subkutan) 
Nackenschlag Leber 224 43,3 32.5 160 
° rr 244 46,5 28,7 246 
* 232 43,6 32,1 173 
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Tabelle I, (Fortsetzung.) 





Abgelesene Winkel Hamin-Fe pro 


Ratte, Teedian Schichtdicke 2cm  1000mg Trocken- 
getotet durch Gewebeart gewicht aa i me 
mg 1 V2 mg < 10° 
Erstickung Leber 240 51,5° 250° 375 
_ . 222 57.0 21.0 560 
‘ i 234 56,2 21.4 540 
-. a 260 60.1 19.3 560 
. a 214 58,1 20.3 650 
r 2 208 57,2 22.0 580 
Amylnitrit =" 200 45.0 31.0 230 
Nackenschlag Niere 138 43.8 32.0 290 
m “ 142 413 34,0 170 
° - 144 41.0 33,9 164 
Erstickung “ 174 46,5 29.0 330 
6 . 144 45,3 30,8 330 
n 202 51,3 27.0 300 
AmyInitrit 3 110 43,25 32,25 340 
groBen Fehlern — reell, da der Unterschied der abgelesenen Winkel 


immer gleichsinnig ist. Die Tatsache, daB der Tumor die geringsten 
Blutfarbstoffwerte liefert, stimmt zu seinem fast weiBen Aussehen und 
spricht fiir eine schlechte Versorgung des Tumors mit Blut. ,,Blutig** sind 
nach unseren Erfahrungen immer nur die nekrotischen Teile der Tumoren. 


IV. Blutfarbstoffeisen in gespiilten Organen. 

Weiterhin habe ich untersucht, wieweit man den Blutfarbstoff 
aus den Organen entfernen kann, wenn man die Tiere vom Herzen 
aus mit Ringerlésung spiilt. 

Ich tétete die Ratten durch Nackenschlag, 6ffnete sofort den 
Thorax und fiihrte eine Kaniile durch die Herzspitze in den linken 
Ventrikel ein. Dann klemmte ich die Vena cava oberhalb des Dia- 
phragmas ab, durchschnitt sie distal und lieS — unter einem Drucke 
von Lm Ringerlésung — die kérperwarme Spiilfliissigkeit in das 
schlagende Herz einflieBen, bis sie farblos durch den Cavastumpf 
ausfloB. Fir die blutreichsten Organe — Leber und Niere — erhielt 
ich nach der Spiilung die in Tabelle II verzeichneten Werte. 


Tabelle 11. 





Niere, gespiilt 


Abgelesene Winkel _  Himin-Eisen 
, F Schichtdicke 2 cm pro 1000 mg 
Organ Trockengewicht Same 3 Trockensubstanz 

mg 71 2 mg X 10° 
“ 200 40.5 ° 36,5 ° 64 
Re GPE «++ | 200 4025 36,25 65 
| 64 39.8 38,0 90 

a 


64 39.2 37,8 72 
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Der Mittelwert des Blutfarbstoffeisens in nicht gespiilten Organen 
ist nach Tabelle I fiir Niere 0,27 und fir Leber 0,41 mg Fe pro Gramm 
Organ, er sinkt durch die Spiilung fiir Niere auf 0,08 und fiir Leber 
auf 0,07 mg. DaB es nicht gelingt, diese Organe frei von Hamin zu 
erhalten, beruht wahrscheinlich darauf, daB die Zellen selbst Blut- 
farbstoff oder Derivate desselben enthalten. 


V. Gesamteisen in gespiilten Organen. 
Tabelle III enthalt das Ergebnis meiner Gesamteisenbestimmungen, 
die durchweg mit Organen gespiilter Tiere ausgefiihrt sind. 








Tabelle 111. 
Zur | Be Zur Fe 
Bestimmung mg Fe Bestimmung , mg Fe 
Ougen verwendet | gefun- peo Organ verwendet gefun- 
(Trocken: | den (Trocken- den 
substanz) |mgX 103 eoeng substanz) ng 103 1000 m 
; mi mg 
Tumor 22,7 10 0,46 Niere 25,9 13 | 05 
m 14.6 6 0,43 ‘ne 24.1 14 0,58 
= 44.3 7 0,16 Hoden 11,3 7 0,64 
‘ 43,9 12 0,27 * 13,5 7 | 052 
us 17,3 6,5 0,37 " 154 6 | 04 
“ 29,0 8 0,28 pi 23,5 8 0,34 
Leber 19 10 0,53 22,9 8 0,35 
. 8.8 45 051 8 22.5 18 | 08 
z 97 6 0,62 19,8 12 | 0.65 
, 8.0 6 | 0.75 Muskel 44.6 6 | O14 
17,6 8 0,46 (Oberschenke!) 
. 16,4 10 0,61 ‘ 20,4 3 0,15 
. 18,8 5 0,27 A 22,2 4 0,18 
a 20,7 6 0,29 Netzhaut 10,6 3 0,28 
ss 22.4 12 0,54 (Kaninchen) 
a 30 15 0,5 t 16,7 5 | 030 
‘ 22,1 15 0,68 Fascie 58,7 2,5 | 0,043 
a 33,7 21 0,63 = 38,9 2,0 0,05 
Niere 24,1 12 0,5 4 39,0 25 0,06 
8,6 5 0,58 a 21 10 0,05 
19,6 12 0,61 ‘ 83,8 2,0 0,02 
13,7 45 037 - 59,2 2,0 0,03 
Ss 17,5 8 0,46 Fibroma 8,4 4 0,05 
e 14,1 5,5 0,39 |(Mammae, Mensch) 
a 13,0 3 0,23 ™ 7,2 3 0,04 


Aus den Zahlen der Tabelle berechnen sich folgende Mittelwerte 
an Gesamteisen pro Gramm trockener Substanz: 
mg Fe pro g trockener Substanz 


ee «cwet.s + > 5 ee 
ee a 
MMe ww. eas ine OE 
/ NS erdicats vith le 
i DE rs. 5 is es oo 
i ee se 6 a Ms 


De oa a oa ee 6 | 
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Das Blutfarbstoffeisen im nicht gespiilten Tumor betrigt pro 
Gramm im Mittel 0,005 mg, im nicht gespiilten Hoden und Muskel 
0,015 mg, kommt also ohne Spiilung und noch weniger nach Spiilung 
gegeniiber dem Gesamteisen in Betracht. Fiir Leber und Niere miissen 
wir 0,07 und 0,08 mg fiir das Himineisen der gespiilten Organe ab- 
ziehen, so daB wir erhalten: 


mg Fe pro g Trockensubstanz 
abziiglich des Blutfarbstoffeisens 


es on. ee Me 0,32 
ee a ee aS 5.5. Ce 
” Sere. tae 0.46 
Mea’ as @ ue ee eo 0.40 
ae ee Cee 0,16 


Aus den Zahlen der Tabelle ergibt sich, daB die epithelialen Organe 
und der Tumor einige zehntel Milligramm Eisen pro Gramm Trocken- 
substanz enthalten. Weniger Eisen enthailt der Muskel. 


Wie groB die in den Organen gefundenen Eisenmengen sind, 
machen wir uns am besten klar, indem wir mit ihnen den Eisengehalt 
des Blutes vergleichen. 1 ccm Rattenblut liefert nach Barcrofts Ferri- 
cyanidmethode etwa 170cmm Sauerstoff, entsprechend 0,43 mg Blut- 
farbstoffeisen. 1g trockener Blutsubstanz enthalt demnach rund 
2mg Eisen oder nur vier- bis sechsmal mehr als die genannten 
epithelialen Organe abziiglich ihres Blutfarbstoffeisens. Die Zelle 
enthalt also nicht, wie man oft sagt, Spuren, sondern sehr erhebliche 
Mengen Eisen. 


Der Eisengehalt des Bindegewebes (vgl. die Fascienwerte der 
Tabelle) ist klein und bei dem von mir geiibten Verfahren nur eben 
nachweisbar. Es sei bemerkt, daB auch die Atmung der Fascie so klein 
ist, daB sie mit den heute zur Verfiigung stehenden Methoden mit 
Sicherheit nicht gemessen werden kann. 


Hervorheben méchte ich die Tatsache, daB sich der Tumor in 
bezug auf seinen Eisengehalt von dem gepriiften normalen Epithel 
etwas, aber nicht erheblich unterscheidet. Gegenteilige Angaben der 
Literatur haben wenig Wert, weil der Gehalt der Tumoren an Binde- 
gewebe nicht beriicksichtigt worden ist. Da sowohl ausgewachsenes 
wie junges (vgl. die Fibromwerte der Tabelle III) Bindegewebe im 
Vergleich zum Epithel nur wenig Eisen enthalt, so wird man in 
bindegewebsreichen Tumoren — wie es die menschlichen Carcinome 
vielfach sind — weniger Eisen finden als in epithelialen Driisen, 
ohne daraus einen SchluB auf den Eisengehalt der Krebszelle ziehen 
zu diirfen. 
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VI. Eisengehalt von Samen. 

Anhangsweise erwaihne ich noch, daB ich auch Eisenbestimmungen 
in Samen ausgefiihrt habe. Ich wihlte als Versuchsmaterial die als 
eisenarm bekannten Buchweizensamen, lieB sie 2 Tage auf eisenfreiem 
Filtrierpapier, das mit eisenfreiem Wasser befeuchtet war, quellen, 
entfernte dann die Samenschalen und bestimmte das Eisen wie in 
den tierischen Organen. Beispielsweise fand ich in zehn gekeimten 
Samen bei einem Trockengewicht von 153 mg '/,,, mg Eisen, das ist 
0,066 mg Eisen pro Gramm trockener Zellsubstanz. 

Samen derselben Zucht und desselben Keimalters verbrauchten 
pro Milligramm Trockensubstanz und Stunde bei 20° 0,5cmm Sauer- 
stoff in der Atmung. 








Der Einflu6 des Insulins 
auf den Zuckerumsatz der herausgeschnittenen Rattenleber. I. 


Von 


Friedrich Bernhard. 


(Aus dem Laboratorium der stadtischen Krankenanstalten in Mannheim.) 
(Eingegangen am 25. Februar 1925.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die in folgendem beschriebenen Versuche wurden angestellt, um 
festzustellen, ob das Insulin einen Einflu8B auf den Zuckerstoffwechsel 
der herausgeschnittenen Warmbliiterleber hat. Zu diesem Zwecke 
wurden Rattenlebern mit Ringer- oder Tyrodelésung durchspiilt') 
mit und ohne Zusatz von Glucose und von Insulin zur Durchstrémungs- 
fliissigkeit. 

A. Methodik. 

Die Ratten, deren Lebern verwendet wurden, waren mit Brot und Milch 
gefiittert. Die Tiere wurden durch Entblutung getitet. Nach Offnung 
der Bauchhéhle wurde eine 0,75 ccm fassende Kaniile in die Vena portae 
eingebunden. Zur Verhinderung der Blutgerinnung war die Kaniile zuvor 
mit einer 38°C warmen Lésung gefiillt, die aus gleichen Teilen n/2 Na oxal. 
und 0,9 proz. NaC] bestand. Nach Unterbindung der Vena cava inferior in 
Nebennierenhéhe konnte die Leber durch Durchtrennung ihrer Aufhinge- 
binder bequem isoliert und ihre Lappen auf einer Glasplatte wieder in die 
in der Bauchhéhle eingenommene Lage zuriickgebracht werden. Die 
Kaniile wurde hierauf an das DurchspiilungsgefaB angeschlossen und die 
Durchspiilung begonnen. Das DurchspiilungsgefaB, die Glasplatte, auf der 
die Leber lag, und der MeBzylinder, in welchen die aus der Leber austretende 
Fliissigkeit durch Schriigstellung der Glasplatte tropfte, waren samtlich 
vorgewirmt und standen bei 38°C in einem groBen Luftthermostaten, 
dessen Luftraum mit Wasserdampf gesittigt war. In die Vena hepatica 
wurde, um die Praparationszeit abzukiirzen, keine Kaniile eingebunden. 

Die Zusammensetzung der Durchspiilungsfliissigkeit wird bei den 
einzelnen Versuchsreihen angegeben. Die Durchspiilungsfliissigkeit wurde 


1) Literatur tiber Durchspiilung herausgeschnittener Lebern  siehe 
E. J. Lesser, Ergebn. d. inn. Med. u. Kinderheilk. 16, 279, 1919; tiber Ver- 
suche mit Insulin: derselbe, Innere Sekretion d. Pankreas. Jena, G. Fischer, 
1924. Oppenheimers Handb. d. Biochem. 2. Aufl., 9, B. I (im Druck). 
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vor der Durchstré6mung im Durchspiilungsgefé8 auf 38°C erwarmt und im 
Thermostaten, vor Beginn des Versuchs, durch Durchleitung von Sauerstoff 
mit diesem Element gesittigt. Die Durchstrémungsfliissigkeit wurde 
wihrend des Versuchs in der gleichen Weise mit Sauerstoff gesittigt ge- 
halten, wie es Lesser') friiher fiir die Froschleberdurchspiilung beschrieben 
hat. Diese Vorrichtung gestattete auch, die DurchfluBgeschwindigkeit durch 
die Leber konstant zu erhalten. Sie betrug 50ccm pro ¥% Stunde. Die 
aus der Leber ausgetretene Fliissigkeit wurde alle halbe Stunde abgegrenzt. 
Da die Durchspiilung sich auf 24% Stunden erstreckte, miissen fiinf Perioden 
unterschieden werden. Die Durchstrémungsfliissigkeit jeder Periode 
wurde auf ihren Gehalt an reduzierender Substanz nach der Bertrand 
schen Methode untersucht, nach vorheriger EnteiweiBung durch Queck- 
silberacetat, Entquecksilbern durch Schwefelwasserstoff und Verjagen 
desselben durch Durchliiftung. 

Die Durchspiilungszeit der ersten Periode betrug nicht ganz 30 Mi- 
nuten, da als Beginn der ersten Periode die Tétung des Tieres angenommen 
wurde. Die Praparationszeit der Leber betrug durchschnittlich 11 Minuten. 
Die Zeitdauer der eigentlichen Durchspiilung in der ersten Periode belauft 
sich demnach auf 19 Minuten. Die Durchspiilungsmenge betrug jedoch 
ebenso wie die aller anderen Perioden 50cem. Jn der ersten Periode 
passierte dadurch eine gréBere Fliissigkeitsmenge in der Zeiteinheit die Leber, 
was ein rascheres und griindlicheres Eintreten der Blutfreiheit des Organs 
hbewirkte. 

Um zu ermitteln, ob die bei zuckerfreier Durchstrémungsfliissigkeit 
an die Durchstrémungsfliissigkeit abgegebene reduzierende Substanz aus 
Glykogen entsteht, muBte der Glykogengehalt der Leber zu Beginn und 
am SehluB der Durchspiilung unter Beriicksichtigung der jeweils in der 
Leber herrschenden Zuckerkonzentration bestimmt werden. Beide Be- 
stimmungen wurden in dem gleichen Leberlappen nebeneinander vorge- 
genommen. Zu diesem Zwecke wurde am Ende der ersten Periode ein 
Leberlappen abgebunden, méglichst rasch, nach Feststellung seines Ge- 
wichts, in einer Reibschale unter eisgekiihltem 96 proz. Alkohol fein zerrieben 
und in ein etwa 100 ccm fassendes Zentrifugierglas unter weiterem Zusatz 
eisgekithiten Alkohols quantitativ iibergefiihrt. Es wurde scharf zentri- 
fugiert, der Alkohol quantitativ, unter zweimaligem Nachwaschen mit 
6} proz. Alkoho! auf der Zentrifuge, in eine Glasschale iibergefiihrt und 
vorsichtig auf dem Wasserbade zur Trockne gebracht. Der Riickstand 
wurde in Wasser gelést und in ein 50cem enthaltendes MeBkélbchen 
quantitativ tibergespiilt. Zur EnteiweiBung geniigten 3 bis 6g Queck- 
silberacetat und 1 bis 2g Kochsalz, letzteres um ein leichteres Entqueck- 
silbern durch Schwefelwasserstoff zu erzielen. Nach Verjagen des Schwefel- 
wasserstoffs durch Durchliiftung wurde in méglichst viel Filtrat (25 bis 
35 ecm) der Gehalt an reduzierender Substanz nach Bertrand bestimmt 
und auf 100g Leber umgerechnet. 

In dem alkoholunléslichen Riickstand, der im Zentrifugierglas ver- 
blieben war, wurde das Glykogen nach Piliiger bestimmt. Statt zu Fil- 
trieren, wurde stets zentrifugiert und die ganze Bestimmung (abgesehen 
von der Zuckertitration) in dem niaimlichen GefaB durchgefiihrt. 


') Lesser, diese Zeitschr. 119, 108, 1921. 
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Der am SchluB der Durchspiilung entnommene zweite Leberlappen 
wog, wie der erste, durchschnittlich | bis 2g. Er wurde ebenso wie der 


erste Leberlappen behandelt. Simtliche erhaltenen Werte Glykogen- 
gehalt der Leber, Zuckerkonzentration der Leber und Zuckergewinn oder 
-verlust der Durchstrémungsfliissigkeit in jeder Periode — wurden auf 


100 g Leber umgerechnet. 


B. Versuche. 
1. Versuchsrethe. 

Bei den ersten Versuchen gelangte zuckerfreie Durchspiilungs- 
fliissigkeit zur Verwendung, die sich aus 0,85 Proz. NaCl, 0,01 Proz. 
KCl, 0,01 Proz. CaCl, und 0,01 Proz. NaHCO, zusammensetzte. 
Tabelle I zeigt die auf 100g Leber umgerechnete Zuckerabgabe in 
Milligrammen in den verschiedenen Perioden, ferner den Glykogen- 
gehalt, die Zuckerkonzentration der Leber und die Zuckerbilanz, alles 
in Milligrammen pro 100g Leber berechnet. 

















Tabelle la. 
. mg Zucker in der Durchstrémungsflissigkeit Zuckerabgabe 
—— — —EE —EE ————E de 
Periode 1 , i s 4 5 || Perioden 2 bis 5 
Versuch 3...... || 2365 | 908 | 588 | 250 | 183 1829 
# odes + aa ee oe 100 51 40 731 
) Sor. Ss ee ae) eee i ae 1365 
Mittel. . . | 1774 | 766 | 307 136 98 1308 
Tabelle Ib. 
‘ ay Leberglykogen Zuckerkonzentration 
su Beginn am Schlusse 7 zu Beginn am Schlusse 


von Periode 2. von Periode 5 von Periode 2. von Periode 5 


T 





Versuch 3... .. 1710 150 460i 130 
ie _ dea ae ea 520 40 300 80 
a Pe éxe elec 590 0 520 70 
| Mittel. . . 940 60 427 93 
Tabelle Ic. 
Lebensighege> Zucker in der 

und Leberzuckerabnahme Durchspilungsflissigkeit Bilanz 

in Periode 2 bis 5 in Periode 2 bis 5 
Versuch 3... | 1890 1829 — 61 
” ae 7 731 + 31 
PES 1040 1365 + 325 


Mittel. . . 1210 1308 + 8 
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Es entsteht die Frage, ob der in der Durchstrémungsfliissigkeit 
nachgewiesene Zucker nur aus der Abnahme des Leberglykogens und 
Leberzuckers stammt oder ob Gluconeogonie stattgefunden hat. Im 
dritten Teile (c) der Tabelle I ist fiir jeden Versuch die Summe der 
Abnahme des Leberglykogens und Leberzuckers mit dem in der Durch- 
spiilungsflissigkeit erschienenen Traubenzucker verglichen. Die Leber- 
glykogen- und Leberzuckerabnahme entspricht im Mittelwert dieser 
Versuche der Glucoseabgabe an die Durchspiilungsfliissigkeit. Wie 
in dem Mittelwert, liegt auch in den Einzelversuchen die Differenz 
zwischen der Summe der Glykogen- und Zuckerabnahme der Leber 
einerseits und der Zuckerabgabe an die Durchstrémungsfliissigkeit 
andererseits, zweimal innerhalb der Fehlergrenzen der angewandten 
Methodik und einmal auBerhalb derselben (Versuch 6). TTrotzdem 
méchte ich die Glucoseabgabe auch in diesem Einzelversuch nicht 
auf Gluconeogonie beziehen, weil neben Glykogen und Zucker noch 
Dextrine in der Leber vorkommen kénnen, durch die das Plus der 
Glucoseabgabe verursacht sein kann. Bei der Berechnung der Zucker- 
abgabe konnten natiirlich nur die Perioden 2 bis 5 fiir die Zucker- 
bilanz beriicksichtigt werden. Das Ergebnis der Versuche stimmt 
mit der Feststellung Jwanoffs') tiberein, der an der Kaninchenleber 
zeigte, daB die Glucoseabgabe an die Durchstrémungsfliissigkeit der 
Glykogenabnahme der Leber entspricht. Bei dem Vergleich der Glucose- 
abgabe in den einzelnen Perioden ergibt sich, daB in den Mittelwerten 
wie in allen Einzelversuchen in der ersten Periode mehr Glucose ab- 
gegeben wurde als in allen folgenden Perioden zusammen. 


2. Versuchsrethe. 


Die bei Zusatz von 0,5 Proz. Glucose zu der in den obigen Versuchen 
verwendeten Durchspiilungsfliissigkeit erhaltenen Resultate sind in 
Tabelle II zusammengestellt. 


Tabelle Ila. 





mg Zucker an die Durchspiilungsflissigkeit abgegeben Zuckerabgabe 


Periode se 1 my 2 a 4 ey 3 4 5 Perioden 2 bis 5 
| 
Versuch 7... 154 | 224 151 | —52*) 40 363 
nes = 657 246 254 132 1289 
Mittel. .. || 530 | 440 198 101 86 826 


*) Negative Abgabe bedeutet Zuckeraufnahme durch die Leber. 


1) Centralbl. f. Physiol. 19, 891, 1905. 
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Tabelle IIb. 





Leberglykogen : Zuckerkonzentration 


zu Beginn am Schlusse zu Beginn am Schlusse 
von Periode 2. von Periode 5 von Periode 2. von Periode 5 


Versuch 7 74 23 814 372 
eS 1757 82 550 366 
Mittel . 915 52 682 369 


Tabelle Il1c. 





Leberglykogen- Zuckerabgabe an die 
und Leberzuckerabnahme Durchstrémungsfliissigkeit _ Bilanz 
in Perioden 2 bis 5 in Perioden 2 bis 
Versuch 7... 493 363 — 130 
Pl 8 1859 1289 — 570 
Mitte]. . . 1176 826 — 350 


Im Gegensatz zu der Versuchsreihe mit glucosefreier Durch- 
strémungsfliissigkeit findet sich in beiden Versuchen mit glucose- 
haltiger Durchstrémungsfliissigkeit ein Zuckerdefizit, dessen Mittel- 
wert 350 mg pro 100 g Leber betragt und sicher auBerhalb der Fehler- 
breite der Methodik liegt, da es sich auf 38 Proz. des Anfangsglykogen- 
gehalts belauft. 

3. Versuchsrethe. 
Der Glucosezusatz zur Durchstrémungsfliissigkeit in den folgenden 


Versuchen wurde in Versuch 10 auf 0,6 Proz. und in Versuch 9% auf 
0,8 Proz. erhéht. Die Resultate zeigt Tabelle IIT. 


Tabelle Illa. 








mg Zucker an die Durchstré gsflissigkeit abgegeb Zuckerabgabe 
—_ — - —— er 
Periode 1 2 3 4 5 Perioden 2 bis 5 
Versuch 10. . 414 — 397 — 77 — 72 — 33 — 579 
oe 276 — 408 — 296 — 349 — 245 — 1298 


Tabelle IIIb. 








Leberglykogen Zuckerkonzentration der Leber 
zu Beginn T am Schlusse zu Beginn am Schlusse 
von Periode 2 | von Periode 5 von Periode 2. von Periode 5 
Versuch 10... .. 0 0 | 524 412 


_ a ae 54 30 460 531 











gg NRT 
a a og! 











se 
Ss 

















EinfluB des Insulins auf den Zuckerumsatz der Rattenleber. 1. 401 


Tabelle IIIc. 





Leberglykogens ‘ Sechohate an die 


und Leberzuckerabnahme so) ~~ 71) a Bilanz 
in Perioden 2 bis 5 in Perioden 2 bis 
Versuch 10... 112 — 579 — 691 
‘ Ba «0 — 47 — 1298 — 1251 


In Versuch 10 betragt demnach die pro 100 g Leber verschwundene 
Zuckermenge 691 mg und in Versuch 9 1251 mg, Werte, die sicher 
auBerhalb der Fehlergrenzen der Methodik liegen. Beim Vergleich 
mit den friiheren Versuchsreihen ergibt sich die bemerkenswerte Tat- 
sache, daB mit der Erhéhung des Glucosegehalts in der Durchstrémungs- 
fliissigkeit das Zuckerdefizit in der Bilanz immer gréBere Werte erreicht. 





& 2000---— ~ —-—-——--------— 


Durchspulungsflissigheit 
glukose frei | | | 






§ 


1000 + 











mg Ghukose pro 1009 w. pro 30 abgegebe, 
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Abb. 1. Zuckerabgabe der Leber an die Durchstrémungsflissigkeit. Durchstr fi keit 





enthalt 0 bis 0,8 Proz. Glucose. Negative Abgabe = Aufnahme von Zucker durch die Leber. 


In beiden Versuchen ist es bei fast fehlendem Anfangsglykogengehalt 
der Leber zu einem Verschwinden von Glucose gekommen. Zur Durch- 
strémungsfliissigkeit des Versuchs 10 waren die von 40 com Kaninchen- 
blut gewonnenen, gewaschenen Erythrocyten hinzugefiigt, um eine 
bessere Sauerstoffversorgung der Leber zu erhalten. Da durch diese 
Modifikation der Methodik ein von den iibrigen Resultaten nicht ab- 
weichendes Ergebnis erzielt worden ist, wurde sie wieder weggelassen. 

Eine Ubersicht iiber die Glucoseabgabe an die Durchspiilungs- 
fliissigkeit in allen fiinf Perioden der bisher erwihnten Versuche gibt 
Abb. 1. Bei mehreren unter gleichen Bedingungen angestellten Ver- 
suchen wurde deren Mittelwert zur Darstellung verwendet. 


4, Versuchsreihe. 

Bei den folgenden Versuchen mit einer | Proz. Glucose enthaltenden 
Durchspiilungsfliissigkeit wurde eine andere Salzlésung benutzt; sie 
enthielt auBer 1 Proz. Glucose 0,65 Proz. NaCl, 0,02 Proz. K Cl, 0,02 Ptoz. 
CaCl,, 0,005 Proz. NaH, PO, und 0,1 Proz. NaHCO,. Die Ergebnisse 
sind in Tabelle LV zusammengestellt. 
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Tabelle IV a. 





mg Zucker an die Durchstrémungsfliissigkeit abgegeben Zuckerabgabe 


Periode 1 2 3 | 4 5 Perioden 2 bis 5 
Versuch 19. . || —1010 —184 | —184 | — 24 | —379 — 77) 
oS ... p- BR) ae 28 | oe BP) 318 25 
ie 180 449 326 | —102 | —143 530 
| a 844 577 217 48 141 983 
Mittel. . . || — 187 205 s | — ss |— 16 192 


Tabelle 1V b. 
Leberglykogen 





Zuckerkonzentration der Leber 











zu Beginn am Schlusse zu Beginn am Schlusse 
von Periode 2. von Periode 5 von Periode 2. von Periode 5 


Versuch 19..... 0 0 900 800 
ee ae 1600 310 1040 760 
ear ae 2300 170 900 950 
oer 1986 424 630 560 
Mittel. . . 1471 | 226 867 | 767 


Tabelle IV ec. 





Leberglykogen- | Zuckerabgabe an die 
und Leberzuckerabnahme Durchstrémungsflussigkeit Bilanz 
in Perioden 2 bis 5 in Perioden 2 bis 5 
Versuch19. . . 100 — 771 — 881 
aA os 1570 25 — 1545 
aor 2080 530 — 1550 
as dinate 1632 983 — 649 
Mittel. .. 1346 192 — 1156 


Tabelle V gibt die Resultate bei Durchstrémung mit insulin- 
haltiger Durchspiilungsfliissigkeit an. Die in der Tabelle angefiihrte 
Insulinmenge war in 500 ccm Durchspiilungsfliissigkeit enthalten. Da 
in fiinf Perioden nur die Hilfte dieser Fliissigkeit die Leber passierte, 
wurde auch nur die Halfte der angegebenen Insulinmenge der Leber 
angeboten. Der Vergleich der Tabellen IV und V ergibt, da® der Insulin- 
zusatz das Zuckerdefizit von 1156 mg auf 2600 mg, d. h. auf das 2,25fache 
erhéht hat. 








Tabelle Va. 
me ee Se Denne” | Zetnbnie | sate 
ee ies 4 * ae i pro 500 com 
Periode 1 2 3 4 5 Perioden 2 bis 5 si. 
Versuch 20. . 290 |\—447|—335 —372|—768' — 1922 1,0 
ree 24 | 166, 108 — 30 —243 l 15 
ah fb 465 — 69 —214—, 98 84 04 
30 137 412) 265 —181| ‘144 670 10 


rh 


- cade } 
Mittel. .. 186 | 156/— 8'\—199 — 241 — 292 
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Tabelle Vb. 





Leberglykoyen Zuckerkonzentration der Leber 


zu Beyinn am Schlusse zu Beginn am Schlusse 
von Periode 2. von Periwode 5 von Periode 2. von Periode 5 


Wee ae ss <5 8 1125 143 1130 740 
ae +4 4) a? ss 3181 159 800 650 
Sea 1850 114 900 700 
ee 3600 806 850 918 
Mittel. . . 2439 305 920 752 


Tahbelle Ve. 





Leberglykogen- Zuckerabgabe an die 
und Leberzuc cerabnahme Durchstrémungsflissigk eit Bilanz 
in Per.oden 2 bis 5 in Perioden 2 bis 5 
Versuch20., . . 1372 — 1912 — 3204 
a 3172 l — 3171 
ee 1936 S4 — 1852 
a 2746 670 — 2076 
Mittel. . . 2307 — 292 — 2599 


Wenn auch der Mittelwert der Insulinversuche ein tiber zweimal 
gréBeres Zuckerdefizit als derjenige der entsprechenden Normal- 
versuche ergibt, ist in Anbetracht der erheblichen Schwankungen in 
der Zuckerbilanz der Einzelversuche dennoch die Frage zu erértern, 
ob die Differenz zwischen Normal- und Insulinversuchen nicht in die 
Fehlerbreite der Methodik fallt. Um diese Méglichkeit zu_priifen, 
wurde bei Verwendung glucosehaltiger Durchstrémungsfliissigkeit in 
diesen Versuchen stets zu Beginn und am Schlusse jedes Versuchs 
eine Kontrollbestimmung des Zuckergehalts in der nicht durch die 
Leber gefiossenen Durchstrémungsfliissigkeit angestellt. Die Differenz 
zwischen beiden Bestimmungen in Milligrammen gibt den fiir jede 
einzelne Periode zu _ beriicksichtigenden Analysenfehler an. Da bei 
einer 1 Proz. Glucose enthaltenden Durchstrémungsfliissigkeit nur 7 ccm 
Analysenmaterial verwendet werden konnten, muBte die Differenz der 
heiden Kontrollen, da die Durchspiilungsmenge pro eine halbe Stunde 
50cem betrug, ebenfalls auf 50ccm umgerechnet werden, ehe sie, 
wie die tibrigen Resultate des Versuches, von dem durchspiilten Leber- 
gewicht ausgehend, auf 100g Leber umgerechnet werden konnte. 
Ein Beispiel soll die Berechnung erliutern. In Versuch 22 betrug 
der Glucosegehalt in 7cem der nicht durch die Leber geflossenen 
Fliissigkeit vor Beginn des Versuchs 51,9 mg und in der zweiten Probe 
(entnommen 214 Stunden spiter, nach Abschlu® des Versuchs) 51,4mg. 
Die Differenz in 7 cera belaiuft sich demnach ‘auf 0,5 mg, fiir 50 ccm 
also auf 3,57 mg. Die zur Durchspiilung nach Abbindung des ersten 


Biochemische Zeitschrift Band 157. 97 
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Leberlappens benutzte Lebersubstanz wog 5,1g. Auf l00g Leber 
umgerechnet, betragt der Fehler fiir jede einzelne Periode demnach 
70mg. Dieser Wert erhéht sich bei der Zuckerbilanzberechnung auf 
den vierfachen Betrag, da dann die FehlergréBe von vier Perioden 


beriicksichtigt werden muB. In Tabelle VI sind die auf diesem Wege 
berechneten Fehler fiir die Normal- und Insulinversuche zusammen- 











gestellt. 
Tabelle Via. 
Fehler der Normalversuche pro 100 g Leber. 
Differenz der Kontrollen 
Lebergewicht 50 c pro 100 g Leber in vier Perioden 
isteliaaiaaes und Periode pro 100g Leber 
- mg mg mg 
Vern 88. «3 3.8 2,0 53 212 
ms ae ee ea 43 0 0 0 
eee 42 0 0 0 
ae 3,7 3,5 94 376 
Mittel. .. 4.0 14 37 147 
Tabelle VIb. 
Fehler der Insulinversuche. 

Vereush 2B... ss 43 0 0 0 
ear 5,1 3,6 70 280 
Peo 4,1 7 170 680 
ge ge 3.5 0 0 0 
Mittel. .. 4,25 2,7 60 240 


Der Mittelwert der Analysenfehler bei der Bestimmung des Zucker- 
gehalts der Durchstrémungsfliissigkeit betragt demnach in den Normal- 
versuchen 15 Proz., in den Insulinversuchen 9 Proz. der Mittelwerte 
des Zuckerdefizits. In den Einzelversuchen der Insulinreihe erreicht 
die FehlergréBe maximale Werte von 36 Proz. und in der Kontrollreihe 
von 57 Proz. des Endwertes. Kann schon unter Beriicksichtigung der 
maximalen Werte die Behauptung aufrecht erhalten werden, daB durch 
Insulinzusatz mehr Zucker aus der Leber verschwindet als in den 
Parallelversuchen, so trifft diese Feststellung bei Benutzung der Mittel- 
werte erst recht zu. Die FehlergréBe in den Insulinversuchen betriagt 
9,2 Proz. und in den Normalversuchen 12,7 Proz. vom Mittelwert 
des Zuckerdefizits. Da diese Werte nahezu zusammenfallen, ist in beiden 
Versuchsreihen mit der nimlichen Fehlerbreite zu rechnen. In den 
Versuchen ohne Insulin in der Durchstrémungsfliissigkeit verschwanden 
durchschnittlich 1156 mg pro 100 g Leber und in denjenigen mit Insulin 
2599 mg. Durch Insulinzusatz wird demnach der Betrag des verschwun- 
denen Zuckers in der Leber um iiber das Doppelte erhdht. 
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Die sich aus den Glykogenanalysen und den Zuckerkonzentrations. 
bestimmungen ergebenden Analysenfehler sind in den oben errechneten 
Werten nicht enthalten. Sie kénnen jedoch vernachlissigt werden 
da bei der Bestimmung der Zuckerkonzentration nahezu das Gesamt- 
material und bei der Glykogenbestimmung es vollstandig zu der Analyse 
verwendet wurde. Eine ferner zu_beriicksichtigende Ungenauigkeit 
in der Methodik wird durch den verschieden hohen Glykogengehalt 
der einzelnen Leberlappen bedingt. Da die Schwankungen im Glykogen- 
gehalt der Leberlappen bis zu 10 Proz. betragen kénnen, mu diese 
FehlergréBe im Verein mit den iibrigen errechneten Fehlerquellen zur 
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Abb. 2. Zuckerabgabe an die Durchstrémungsfliissigkeit mit und ohn 
Insulin. Durchstrémungsflissigkeit enthalt 1 Proz. Glucose. 


Versuchskritik herangezogen werden. Der Leberglykogengehalt 
schwankte in diesen Versuchen zwischen 0 und 3600 mg, die Mitte. 
werte betragen 1500 und 2500 mg, die méglichen Fehler also 150 bis 
250 mg oder 10 bis 13 Proz. des Zuckerdefizits. Ich schiitze daher den 
Fehler der Mittelwerte der Zuckerbilanz auf 10 bis 20 Proz. 

Die Zuckeraufnahme und -abgabe mit und ohne Insulin ist in 
Abb. 2 dargestellt. In der ersten Periode der Insulinversuche kommt 
es zu einer Zuckerabgabe und in der ersten Periode der Normalreihe 
zu einer Zuckeraufnahme. Dieses Verhalten wird durch den verschieden 
groBen Anfangsglykogengehalt der Lebern verursacht. Der Mittelwert 
des Glykogens betrigt in den Normalversuchen 1471 mg pro 100 g Leber 
und in den Insulinversuchen 2439 mg. Da in der ersten Periode mehr 
Glykogen hydrolysiert wird wie in den vier folgenden (s. auch Jwanoff), 
muB bei hohem Anfangsglykogengehalt der Leber deren Zuckerkonzen- 
tration friiher diejenige der Durchspiilungsfliissigkeit erreichen oder 
iibertreff-n als bei niedrigerem Anfangsglykogengehalt. DaB es mit 


27 * 
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Insulinzusatz zur Durchstrémungsfliissigkeit in der ersten Periode zu 
einer Zuckerabgabe und in den Normalversuchen zu einer Zucker- 
aufnahme gekommen ist, wird dadurch erklart und widerspricht nicht 
dem Ergebnis der folgenden Perioden. In diesen Perioden verlaufen, 
wie Abb. 2 zeigt, die Kurven fiir die Zuckerabgabe an die Durch- 
stromungsfliissigkeit parallel, doch liegt die Insulinkurve tiefer als 
die Normalkurve. Es findet sich in der zweiten und dritten Periode 
der Insulinversuche eine geringere Zuckerabgabe und in der vierten 
und fiinften Periode eine gréBere Zuckeraufnahme wie in den Normal- 
perioden. 
5. Versuchsreihe. 

Bei den folgenden Versuchen gelangte eine andere Durchspiilungs- 
flissigkeit zur Verwendung. Sie enthielt auBer einem auf 2 Proz. 
erhéhten Glucosegehalt 0,49 Proz. NaCl, 0,01 Proz. CaCl,, 0,01 Proz. 
KCl und 0,01 Proz. NaHCO,. Die Gefrierpunktserniedrigung der 
Lésung betrug —0,59°. In Tabelle VII sind die mit dieser Nahrfliissig- 
keit erhaltenen Werte wiedergegeben. 


Tabelle Vila. 








mg Zucker an die Durchspiilungsfliissigkeit abgegeben Zuckerabgabe 
der 
Periode 1 2 3 a 5 Perioden 2 bis 5 
Versuch 12. . —1475 — 173 — 541 — 122 — 644 — 1480 
18, . —1494 — 1636 — 137 — 1209 — 1500 — 4482 
27... — 19 — 190 — 88 — 615 73 — 820 
= 28... — 702 — 100 — 944 — 830 177 — 1697 
Mittel. .. — 965 | — 525 —428 — 694 — 473 — 2119 
Tabelle VITh. 
Leberglykogen Zuckerkonzentration der Leber 
ou Begine on Schlusse zu Beginn am Schlusse 


von Periode 2. | von Periode 5 | von Periode 2 von Periode 5 


Vewsmeh 2.62 ss 1040 500 1400 1400 
_ 118 450 1300 1500 

‘es _ ee 1664 795 1260 1324 

; ee 227 1620 1300 1500 
Mittel. . . 1274 740 1320 1430 


Tabelle VITe. 





Leberglykogen- Zuckerabgabe an die 
und Leberzuckerabnahme —_— Durchstrémungsfliissigkeit Bilanz 
in Perioden 2 bis 5 in Perioden 2 bis 5 
Versuch12. . . 536 — 1480 — 2016 
” SS — 127 — 4482 — 4355 
“ eae 805 — 820 — 1625 
a eee 488 — 1697 — 2185 


Mittel. . . 426 —2119 — 2545 
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In Tabelle VIIE sind die unter den gleichen Bedingungen bei 
Insulinzusatz ausgefiihrten Versuche zusammengestellt. Die angegebene 
Insulinmenge wurde bei der Herstellung der Durchspiilungsfliissigkeit 
zu 500 cem Fliissigkeit zugegeben analog den friiheren Insulinversuchen. 


Tabelle VIIla. 








mg Zucker an die Durchstrémungsfliissigkeit Zuckerabgabe Insulin 
abgegeben ioe ~ Brand” 
pro 500 com 
Periode | 1 2 3 4 5 Perioden 2 bis 5 
HH com 
Vereuch 13, |— 922 — 1440 — 860 — 1075 —1366 —474l 0.15 
14, —1087 — 2671 — 3100 — 2288 — 1834 — 9893 03 
16. |— 800 — 512 — 582 — 985 —1382 — 346] 03 
om 17. | — 1225 — 1842 — 1128 — 1033'— 850; — 4853 O15 
Mittel . . . |— 1009! — 1616) — 1417 — 1345 — 1358) — 5737 
Tabelle VIIIb. 
Leberglykogen Zuckerkonzentration der Leber 


zu Beginn am Schlusse zu Beginn am Schlusse 
von Penode 2. von Periode 5 von Periode 2. von Periode 5 


Versuch 13 ..... 1668 697 1370 1400 
~ Sis + a a 3009 2400 1240 1390 
eS 0 0 1382 1467 

_ oe ee 1267 458 1400 1400 

mee. . . 1486 889 1348 1414 


Tabelle Villc. 





Leberglykogen: Zuckerabgabe an die 
und Leberzuckerabnahme Durchstromungsflussigkeit Bilanz 
in Perioden 2 bis 5 in Perioden 2 bis ! 

Versuch13... 941 — 4741 — 5682 
eae 459 — 9893 — 10 352 

eee — 85 — 3461 — 3376 

he ar 809 — 4853 — 5662 

Mitte]. . . 531 — 5737 — 6268 


Die fiir die beiden Versuchsreihen auf die bereits beschriebene 
Art und Weise aus den zwei Kontrollen errechneten FehlergréBen sind 
in Tabelle IX zusammengefaBt. 
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Tabelle 1X a. 


Fehler der Normalversuche pro 100 ¢ Leber. 





Differenz der Kontrollen 
Lebergewicht pro 100g Leber, in vier Perioden 


pro 50 ccm und Periode | pro 100g Lehe 


8 mg mg mg 

Versuch 12 .... 7,2 0 0 0 
ae ers ae 2.8 0 0 0 
ae 4.1 48 119 476 
28 43 8.4 195 738u 
Mitte! . 4.6 3.3 78 314 

Tabelle 1X b. 
Fehler der Insulinversuche. 

Versuch 13 ..... 6. 9.6 152 608 
ee 7.2 21.6 298 1192 
Ferrer 3.3 9.6 290 1160 
_ Eee 3.6 9.6 267 1068 
Mittel. .. 51 12.6 252 1007 


In den Einzelversuchen betragt die Fehlergrébe maximal 35 Proz. 
ohne Insulin und 34 Proz. mit Insulin, im Mittelwert ohne Insulin 
12 Proz. und mit Insulin 18 Proz. Da die prozentualen Schwankungen 
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Abb. 3. Zuckerabgabe an die Durchstrémungsfliissigkeit mit und ohne 
Insulin. Durchstrémungsfliissigkeit enthalt 2 Proz. Glucose. 


fiir beide Versuchsreihen annihernd gleich sind, kénnen die Mittel- 
werte gut verglichen werden. In den Versuchen ohne Insulin ver- 
schwanden 2545 mg Zucker pro 100g Leber im Mittelwert und bei 
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Insulinzusatz 6268 mg. Ahnlich wie bei den Versuchen mit 1 Proz. 
Glucose enthaltender Durchstrémungsfliissigkeit wird auch in dieser 
Versuchsreihe durch Insulinzusatz das Zuckerdefizit in der Leber um 
iiber den doppelten Betrag erhdéht. 

In Anbetracht des groben Zuckerdefizits hatte man eine geringere 
prozentuale FehlergréBe erwarten miissen wie in den Versuchen mit 
| Proz. Glucose in der Durchstrémungsfliissigkeit. Mit der Bertrand schen 
Methode konnten jedoch fiir jede Periode jetzt nur noch 4cem der Durch- 
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Abb. 4. Zuckerbilanz bei gewichenem Glucosegehalt der Durchstrémungs: 
flussigkeit mit und ohne Insulin 


spiilungsfliissigkeit auf reduzierende Substanz verarbeitet werden, so 
daB die aus den beiden Kontrollen vor und nach dem Versuch sich 
ergebende Differenz nicht wie bei der vorhergehenden Versuchsreihe 
zur Umrechnung auf 50cem mit 7,1, sondern mit 12,5 multipliziert 
werden mubte. 


Auch die Mittelwerte der einzelnen Perioden mit und ohne Insulin 
(Abb. 3) zeigen, wie durch Insulin eine gréBere Zuckeraufnahme durch 
die Leber stattfindet. In simtlichen zur Zuckerbilanzberechnung ver- 
wendeten Perioden liegt die gréBere Zuckeraufnahme der Insulin. 
versuche gegeniiber den Parallelversuchen auBerhalb der Fehlerbreite 
der fiir die einzelne Periode berechneten Werte. 
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(. Ergebnisse. 

Bei Durchspiilung der Rattenleber mit glucosefreier Ringerlésung 
entspricht die Glucoseabgabe nahezu der Glykogenabnahme und der 
Abnahme des freien Leberzuckers. Bei Zusatz von Traubenzucker 
zu der Durchspiilungsfliissigkeit verschwindet Zucker in der Leber, 
und zwar um so mehr, je héher der Glucosegehalt der Durchstr6mungs- 
fliissigkeit ist (s. Abb.4 und Tabelle X). 


Tabelle X. 





Verschwundene Glucose pro 100 g Leber und 2h 


Glucosegehalt der 
, & een Mittelwert aus 


Durchstromungsflissigkeit ohne Insulin mit Insulin ? Versuchen 
Proz. mg mg 
05 — 400 — 2 
0,6 — 691 as l 
08 — 1251 — l 
10 — 1156 — 2599 je4 
2.0 — 2545 — 6268 je4 


Dieses Verschwinden von Zucker in der Leber wird durch Insulin- 
zusatz zur Durchstrémungsfliissigkeit auf iiber das Doppelte erhdht. 

Ob der verschwundene Zucker aus den Produkten der Glykogen- 
hydrolyse oder aus dem Zucker der Durchstrémungsfliissigkeit stammt, 
scheint gleichgiiltig zu sein. Sicher ist jedoch, daB® er allein aus dem 
Zucker der Durchstrémungsfliissigkeit herriihren kann, wie die Ver- 
suche mit geringem oder fast fehlendem Anfangsglykogengehalt dartun. 
in denen betrichtliche Mengen von Zucker verschwanden. Der Anfangs- 
glykogengehalt seinerseits hat auf die GréBe des Zuckerdefizits keinen 
tinfluB. 

Im Gegensatz zu den Arbeiten von Grube und Barrenscheen wurde 
in unseren Versuchen keine Glykogensynthese bei Verwendung von 
Durchstrémungsfliissigkeiten mit hohem Glucosegehalt erhalten. Man 
sieht jedoch (Tabelle XI), da mit steigendem Glucosegehalt der 
Durchstrémungsfliissigkeit die Glykogenhydrolyse zuriickgedrangt wird. 
Wenn die Glykogenabnahme in Prozenten des Glykogengehalts der 
Leber zu Beginn der Periode 2 ausgedriickt wird, so erhalt man eine 


Tabelle XI. 





Gh gehalt der Glykogenabnahme der Leber 





Durchstré gsflussigkeit ohne Insulin mit Insulin 
Proz. Proz. Proz. 
0,0 93,6 - 
0.5 94,2 — 

10 84°5 87,5 


20 32.0 40,2 
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deutliche Hemmung der Glykogenhydrolyse erst mit einer 2 Proz. 
Glucose enthaltenden Durchstrémungsfliissigkeit. Auf diesen Prozeb 
hat bei unserer Versuchsanordnung das Insulin keinen Einflub. 

Die Zuckerkonzentrationen in der Leber zu Beginn der zweiten 
Periode und am Ende der fiinften Periode bei verschiedenem Glucose- 
gehalt der Durchspiilungsfliissigkeit sind in Tabelle XII zusammen. 
gestellt. 

Tabelle X11. 





Zuckerkonzentration der Leber in Proz 


Glucosegehalt der ohne Insulin mit Insulin 
Durchspilungsflussigkeit = : 
zu Beginn am Schlusse zu Beginn am Schlusse 
von Periode 2. von Periode 5 | von Periode 2. von Periode 5 
Proz Proz. Proz. Proz. Proz 
0.0 0.427 0,093 — 
05 0,682 0,369 
0.6 0,524 OA12 - 
0.8 0,460 0.531 — - 
1,0 0,867 0.767 0.920 0.752 
20 1,320 1,430 1.348 1414 
Zur graphischen Darstellung (Abb. 5) ist nur die Zuckerkonzen- 


tration am Schlusse jedes Versuchs beriicksichtigt worden, da zu Beginn 
der Durchspiilung die Zuckerkonzentration der Leber durch den ver- 
schieden hohen Glykogengehalt starken Schwankungen unterworfen ist. 


———— a 
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Man erkennt zunachst, daB der Gehalt der Leber an freiem Zucker 
eine lineare Funktion des Zuckergehalts der Durchstrémungsfliissigkeit 
ist. Ich habe frither an der Froschleber'), bei der ich jedoch nur die 


1) Bernhard, diese Zeitschr. 158, 61, 1924. 
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Zuckeraufnahme oder -abgabe durch die Leber bestimmt habe, ebenfalls 
gefunden, daB die aufgenommenen oder abgegebenen Zuckermengen 
eine lineare Funktion der Zuckerkonzentration der Duarchstrémungs- 
fliissigkeit darstellen. 
In Tabelle XII] ist der Quotient 
Zuckerkonzentration!) in der Leber 
Zuckerkonzentration') in der Durchstrémungsfliissigkeit 

gebildet. Man sieht, daB diese GréBe innerhalb der gewahiten Zucker. 
konzentrationen eine Konstante darstellt. Man kann das entweder 
so auffassen, dab die Lebersubstanz ein etwas schlechteres Lésungs- 
mittel fiir Zucker darstellt als Ringersche Lésung, und daf sich der 
Zucker mit konstanten Verteilungskoeffizienten auf beide Lésungs- 
mittel verteilt, oder daB nur ein Teil des Lebergewebes als Lésungs- 
mittel fiir Zucker fungiert, in welchem der Zucker dann ebensogut 
léslich ware wie in Ringerscher Lésung. Da die Leber etwa 70 Proz. 
Wasser enthalt, der freie Leberzucker aber 74 Proz. der Zuckerkonzen- 
tration der Durchstrémungsfliissigkeit betragt, miiBten dann, auBer 
dem Wasser, in der Leber noch andere Stoffe, allerdings in geringem 
Mabe, als Lésungsmittel fiir Zucker fungieren. 


Tabelle XIII. 





Zuckergehalt der 


Leberzucker am Ende a a am pe C, | Zahl der Versuche 
der Periode 5 — C; nach Austritt aus der Leber : aus denen der Mittel- 
am Ende der Periode 5 == Cy C, wert genommen 

Proz. Proz. 

0,37 0,508 0,73 2 

041 0,576 0,71 l 

053 0,776 0,68 l 

0,75 *) 0,980 0,77 4 

0.77 0,990 77 t 

141 *) 1,862 0.76 ‘ 

1.45 1,960 0,73 t 

Mittelwert . . . 0,736 + 0,012 


) Insulinversuche. 


Bemerkenswert erscheint noch die Ubereinstimmung der Leber- 
zuckerkonzentration zu Beginn und am Schlusse der Versuche mit 
und ohne Insulin, was ebenso wie die Versuche von Cori, Cori und 
Goltz*) zeigt, daB das Insulin auf die Permeabilitit der Leberzelle fiir 
Traubenzucker keinen EinfluB hat. 

Es entsteht die Frage, was aus dem verschwundenen Zucker 
yeworden ist. Man kénnte an eine Oxydation des Zuckers denken. 


1) Beide Werte am Schlu8 von Periode 5. 
*) Cori, Cori und Goltz, Il. pharmacol. a. exp. therap. 22, 355, 1923. 
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Nach Masings') Zahlen fiir die Kaninchenleber ergibt sich ein O,- 
Verbrauch von etwa 100cem pro 100g Leber und Stunde, welche 
134 mg Zucker verbrennen kénnten. Man sieht also, daB der ver- 
schwundene Zucker, der bei einem Glucosegehalt von 1 Proz. in der 
Durchstrémungsfliissigkeit bereits 550 mg pro 100 g Leber und Stunde 
betrigt, nicht oxydiert sein kann. AuBerdem erhéht nach Masing 
Zuckerzusatz zur Durchstrémungsfliissigkeit den Sauerstoffverbrauch 
der kiinstlich durchbluteten Kaninchenleber nicht. Es muB sich dem- 
nach um eine anoxybiotische Zuckertransformation handeln. 

Mit Riicksicht auf die Befunde von Embden und Kraus?) iiber 
Milchsaurebildung bei Durchstrémung der Leber mit traubenzucker- 
reicher Durchstrémungsfliissigkeit scheint es am wahrscheinlichsten, 
daB der verschwundene Zucker zu Milchsaiure geworden ist. Wenn diese 
Annahme, die gegenwirtig von mir experimentell gepriift wird, richtig 
ist, wiirde sich die wichtige Feststellung ergeben, da das Insulin 
die Milchsiurebildung aus Traubenzucker in der Leber stark be- 
schleunigt. AuBer dieser Méglichkeit wird noch eine zweite gepriift, ob 
nimlich der verschwundene Traubenzucker zu zwischen Glykogen 
und Glucose gelegenen Zwischenprodukten polymerisiert worden ist. 


Zusammenfassung. 

1. Die von der herausgeschnittenen Rattenleber bei Durchspilung 
mit glucosefreier Ringerlésung abgegebene Zuckermenge entspricht 
der in der gleichen Zeit vor sich gehenden Abnahme des Glykogens 
und des Leberzuckers. 

2. Bei Verwendung glucosehaltiger Durchstrémungsfliissigkeiten 
verschwindet in der Leber Zucker, der nicht zu Glykogen wird. 

3. Die verschwundene Zuckermenge steigt nahezu proportional 
dem Glucosegehalt der Durchspiilungsfliissigkeit. 

4. Bei Gegenwart von Insulin verschwindet tiber zweimal so viel 
Zucker als in den entsprechenden Versuchen ohne Insulin. 

5. Eine Glykogensynthese wurde mit unserer Methodik nicht 
erzielt. Bei Durchspiilung mit einer 2 Proz. Glucose enthaltenden 
Ringerlésung fand sich aber eine Hemmung der Glykogenhydrolyse 
um 50 Proz. 

6. Das Insulin war ohne EinfluB auf die Geschwindigkeit der 
Glykogenhydrolyse. 

7. Der Gehalt der Leber an Zucker ist dem Glucosegehalt der 
Durchspilungsfliissigkeit direkt proportional. 

8. Das Insulin beeinfluBt die Permeabilitat der Leberzellen fiir 

Traubenzucker nicht. 


') Masing, Schmiedebergs Arch. 69, 431, 1912. 
2) Embden und Kraus, diese Zeitschr. 45, 108, 1912. 





Uber Lipoide. 


Von 


Sigmund Frinkel. 
XX. Mitteilung: 
Uber die Hypohirnsaure, 


ein neues Triaminomonophosphormonosulfatid aus Menschenhirn 
(Oxydecansiure-Tricolaminglycerinphosphorglycerinschwefelsiure). 


Von 


Sigmund Friinkel und Otto Karpfen. 
(Aus dem Laboratorium der Ludwig-Spiegler-Stiftung, Wien.) 


(Eingegangen am 26. Februar 1925.) 


Schon Thudichum') wubte, daB im Gehirn neben Phosphatiden 
schwefelhaltige Kérper vorkommen, die er Cerebrosulfatide nannte. 


Er fand einzelne seiner Priiparate schwefelhaltig, ohne sie aber geniigend 
reinigen zu kénnen, und beschrieb ein Bleisalz, welches 1,62 Proz. Schwefel 
und 2,97 Proz. Phosphor enthielt, so daB nach Abrechnung des Bleies die 
Substanz 2,11 Proz. Schwefel und 3,79 Proz. Phosphor enthalten wiirde. 
Aber dieses Salz ist nach seiner eigenen Angabe ein Gemenge von fiinf 
verschiedenen Substanzen. Ferner fand Thudichum ein schwefelhaltiges 
..Cerebrinacid“*, und zwar ein Barytsalz, welches bei der Analyse so viel 
Schwefel ergab, daB dieser Schwefelgehalt einer einfachen Verunreinigung 
mit Sulfat nicht zugeschrieben werden konnte. Da er auch kristallisierten 
Schwefel in Katzenhirnen fand, untersuchte er seine Praparate auf un- 
oxydierten oder gebundenen Schwefel und fand diesen in bedeutenden 
Mengen. Er gibt an, eine schwefel- und phosphorhaltige Verbindung ane- 
lysiert zu haben, in der sich S: Ba wie 1: 2, S: N wie 1: 0,42 und S: P wie 
1: 0,65 verhielten. Man sieht daraus, daB er eine schwefel- und phosphor- 
haltige Verbindung erhielt, deren Bruttoformel sich wegen ihrer starken 
Verunreinigung nicht berechnen lieB. Sie verhielt sich wie ein ,.Cerebrinacid** 
und bildete Bleisalze. In den Barytsalzen schwankte der Schwefelgehalt 
zwischen 1,5 und 4 Proz.; der Phosphor steht aber dazu in keinem rationellen 
Verhiltnis, so daB er die ganze Verbindung fiir ein verunreinigtes Phos- 
phatid hielt, wihrend Vauquelin in den mit Alkohol aus Gehirn extrahierten 
Substanzen keinen Schwefel fand. 


1) Thudichum, Chem. Konstitution des Gehirns, 8. 224f. Tiibingen 1901. 
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Waldemar Koch’) hat dann angenommen, daB die Sulfatide aqui- 
molekulare Mengen Schwefelsiure und Phosphorsiure enthalten und die 
Phosphatide mit den Cerebrosiden durch die Schwefelsiiure verbunden 
sind, eine Annahme, die sich als vollstindig irrig erweist, da er simtliche 
Bestandteile des sogenannten Protagons, der weiBen Substanz, in seiner 
Sulfatid-Phosphatid-Cerebrosidformel vereinigt hatte. Levene hat*) nach 
einem nicht beschriebenen Verfahren und ohne Angabe in welcher Fraktion, 
aus Ochsenhirn einen schwefelhaltigen Kérper erhalten, der phosphorfrei 
war und von dem er nur sagt, daB sein Aussehen und viele » 


seiner Eigen- 
schaften an Lipoide erinnern, und daB er 2,66 Proz. Schwefel und 2,31 Proz. 


Stickstoff enthielt. Diese Zahlen beweisen schon durch ihre Relation, 
daB der Koérper unrein ist; die Substanz war aber weiter nicht zu reinigen. 
Dabei ist aber von Interesse, da8 dieser K6rper sich nach Levenes An- 
gaben als phosphorfrei erwies. 

Bei den Untersuchungen unseres Instituts*) wurde gezeigt, daB der 
von Cerebrosiden befreite Teil des Protagons in Form der Barytsalze 
zerlegt werden kann in einen benzolléslichen und einen benzolunléslichen 
Teil. Der benzollésliche Teil erwies sich teilweise in Petrol- 
ather léslich. Das petrolitherlésliche Bariumsalz, von uns hirnsaures 
Barium genannt, wurde analysiert und hydrolysiert und erwies sich 
als ein Phosphorsulfatid mit der Relation S:P:N wie 1:1:3. Da- 
neben konnten wir aus den Mutterlaugen eine zweite Substanz in 
kleinen Mengen finden, welche schwefelfrei war und eine Relation N : P 
wie 2: 3 zeigte. Die Hirnsiure wurde hydrolysiert und hierbei Phosphor- 
saure, Schwefelsiure, Aminoaithylalkohol und Cerebronsaiure gefunden. 
An der Konstitutionsermittlung dieses Kérpers wird noch gearbeitet. 

Um den benzolunléslichen Anteil niher zu _ untersuchen, 
haben wir letzteres in gréBerer Menge aus Gehirnen nach dem 
Verfahren der fraktionierten Extraktion*) mit Aceton, Petrol- 
ather und Alkohol dargestellt und daraus, wie im experimentellen 
Teile beschrieben, ein neues Triaminophosphorsulfatid erhalten, einen 
gut kristallisierenden Kérper, der den Schmelzpunkt 196° zeigt, dessen 
Bruttoformel sich zu Cyo,H,;.N,PSO,, berechnet und in dem alle 
drei Stickstoffatome in Form von Aminostickstoff enthalten sind. 
Die Relation S:P:N verhalt sich wie 1: 1:3. In diesem letzteren 
wie in einigen anderen Punkten stimmt der neue Kérper mit der friiher 
erwahnten Hirnsiure auffallend iiberein. So ist auch ebenso wie dort 
der ganze Stickstoff als Aminostickstoff enthalten. Wahrend aber an der 
Zusammensetzung der Hirnsiure die Cerebronsiure und an der des von 


1) W. Koch, Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 94, 1910. 

2) Levene, Journ. of biol. Chem. 13, 463, 1913. 

3) §. Frankel und O. Gilbert, diese Zeitschr. 124, 206, 1921. 

4) S. Frankel, Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden, 
2. Aufl., Abt. I, Teil 6, S. 1, 1923. 
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S. Frankel und F. Kafka‘) beschriebenen Phosphatids aus der Myelin- 
fraktion die Lignocerinsiure teilnimmt, ist das bei unserer neuen 
Verbindung nicht der Fall, sondern es ist eine weitaus niedrigere Oxy- 
siure in dieser neuen Verbindung enthalten. Der ganze Stickstoft 
war ebenso wie bei der Hirnsiure in Form von Colamin enthalten, 
wahrend das von Levene*) bei der Hydrolyse des Sphingomyelins er- 
haltene Cholin von uns nicht gefunden wurde; es sind also die beiden 
von uns gefundenen neuen Phosphorsulfatide, welche beide Colamin 
als Base enthalten, durchaus vom Sphingomyelin verschieden. 

AuBer Phosphorsaure, Schwefelsiure und Colamin haben wir 
noch reichliche Mengen Glycerin gefunden, Mengen, die iiber das 
Quantum hinausgehen, das rechnungsmabig fiir die Bindung als Glycerin- 
schwefelsiure und Glycerinphosphorsiure notwendig erscheint, und 
zwar fast doppelt so viel. Folglich ist das Glycerin noch anders ver- 
estert. Ebenso entsprechen der Berechnung, wenn man annimmt, 
daB das Colamin nur mit der Schwefelsiure und Phosphorsiure ver- 
estert ist, zwei Colamine, wihrend unsere Analyse drei ergab, was 
erwiesen ist dadurch, das wir Colamin als einzige Base fanden und 
alle drei Stickstoffe als Aminostickstoffe durch die van-Slyke- Bestimmung 
sich erweisen, wahrend Cholin keinen Aminostickstoff enthalt, weshalb 
Cholin ausgeschlossen ist. Sphingosin oder eine noch unbekannte 
Base wiiren der Aufmerksamkeit nicht entgangen. Das dritte Colamin 
ist also in einer noch nicht festgestellten Form im Molekiil enthalten. 

Die quantitative Bestimmung des Colamins in der neuen Ver- 
bindung ergibt ebenfalls, daB aller Stickstoff in Form von Colamin 
vorhanden ist, da drei Colaminmolekiile in dem Phosphorsulfatid 
9 Proz. ausmachen und wir bei der sauren Hydrolyse 9 Proz. Colamin 
gefunden haben. 

Von gréBtem Interesse erscheint die Auffindung einer neuen 
niedrigen Oxysiure von zehn Kohlenstoffatomen. Eine niedrigere 
Oxysiure als die Cerebronsiiure hatte schon Levene*) bei der Hydrolyse 
des Sphingomyelins vermutet, ohne sie naher definieren zu kénnen. 

Wir haben die Konstitutionsbestimmung der von uns gefundenen 
neuen Oxysiure durchgefiihrt; alles weist auf eine a-n-Oxydecan- 
saiure hin. 

Aus ihrer und ihrer Derivate Analysen geht dies hervor, ebenso 
wie die Oxydation zur Pelargonsiure, die durch ihre Salze iden- 
tifiziert wurde, die Stellung der Hydroxylgruppe erweist. Durch den 
Nachweis der Pelargonsaure ist festgestellt, daB die gefundene a-Oxy- 
decansiure eine unverzweigte Kette besitzt, da ja die Pelargonsiure 


1) S. Frdnkel und F. Kajka, diese Zeitschr. 101, 159, 1920. 
2) Levene, Journ. of biol. Chem. 24, 69, 1916. 














Hypohirnsiture. XX. 417 


eine normale Nonansaure ist, und zugleich ist dadurch die Stellung 
des Hydroxyls am a-Kohlenstoff bewiesen. Doch ist es sehr auf- 
fillig, dab die gefundene Siure mit der von Bagard') synthetisech 
dargestellten a-n-Oxydecansiure nicht identisch ist. 

Bagard erhielt die Undecanol-(2-)-saiure-(1), die «-Oxy-decan-a- 
carbonsiure C,, H,,0, = CH, .[CH,],.C H(OH).COOH in folgender 
Weise: Er bromierte Undecansaurechlorid und erhielt ¢- Brom-undecan- 
sdurechlorid, welches er mit Wasser zersetzte. Aus der «-Bromunde- 
cansiure, die er so erhielt, gewann er durch Behandlung mit Kali- 
lauge die «-Oxy-decan-«-siiure. Diese kristallisiert in Nadeln von 
F:69° aus Petroliither oder Chloroform, ihr Athylester F:33°. 

Unsere Undecanolsiure hat F:161°, ihr Methylester F: 102° 
Wahrend die synthetische Siaiure von Bagard ihrem Schmelzpunkt 
nach sicher in die homologe Reihe der @-Oxycarbonsauren hinein- 
paBt, ist der Schmelzpunkt unserer Oxydecansiure weitaus héher als 
der der Cerebronsiure mit 25 Kohlenstoffen. Wir werden daher die 
Konstitutionsermittlung der neuen Saure fortsetzen und die auffiallige 
Differenz aufzukliren suchen. 

Da die von uns gefundene®) erste Phosphor-Schwefelverbindung, 
welche aus Cerebronsiiure, Colamin, Glycerin, Schwefelsiure und 
Phosphorsiure besteht, von uns Hirnsdure benannt wurde, nennen 
wir die, eine kohlenstoffdrmere Oxysiure, die Oxydecansiure, enthaltende 
neue Verbindung, welche aus Oxydecansiure, Colamin, Glycerin, 
Schwefelsiure und Phosphorsiure besteht, Hypohirnsdure. 


Darstellung der weiBen Materie. 

Menschenhirne wurden von den Hirnhauten befreit, mit flieBendem 
Wasser blutfrei gewaschen, in der Fleischmaschine zerkleinert und im 
Vakuumtrockenschrank*) bei 35° und 10mm Hg getrocknet. 

Die getrocknete und auf einer Seckmiihle zwischen geriffelten 
Metallwalzen fein gemahlene Masse wurde in dem von Walter L. Halle 
angegebenen*) Metall-Soxhletapparat 3 Tage mit Aceton, dann in 
demselben Apparat mit niedrig siedendem Petrolither (Fraktion bis 55°) 
extrahiert. 

Das mit Petrolither erschépfte Pulver wurde an der Luft von 
Petrolither befreit und hierauf mehrmals mit Athylalkohol bis zur 
Erschépfung extrahiert. Der Alkohol wurde aus dem Kolben sofort 
durch Faltenfilter und HeiS$dampftrichter filtriert. Beim Erkalten 
fiel aus dem Alkohol die weiBe Materie aus. Nach zweitagigem Stehen 


') Bulletins de l’Aead. fr. 4, 1, 310, 348. 
2) S. Frankel und O. Gilbert, |. c. 

5) S. Frankel, diese Zeitschr. 74, 170, 1916. 
*) W. L. Halle, ebendaselbst 36, 245, 1911. 
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wurde der Niederschlag abgesaugt, mehrmals mit Alkohol gewaschen, 
im Vakuum tiber Chlorcalcium getrocknet und endlich in einem Soxhlet- 
apparat 2 Tage mit Ather extrahiert. Hierauf wurde der in Ather 
unlésliche Anteil mehrmals aus heiBem Alkohol umgelist, bis die 
Abscheidung rein wei wurde. Der Niederschlag wurde abgesaugt, 
mit Alkohol und zuletzt mit Ather gewaschen und im Vakuum ge- 
trocknet. 


Verarbeitung der weiGen Materie. 

Die gereinigte weibe Substanz wurde in reinem Methylalkohol 
auf schwach siedendem Wasserbad gelést und mit heiber methyl- 
alkoholischer Atzbarytlésung so lange versetzt, bis nichts mehr ausfiel 
und die tiberstehende Lésung deutlich alkalisch reagierte. 

Nach dem Erkalten wurde filtriert, der Niederschlag scharf ab- 
gesaugt und nacheinander mit Methylalkohol, Athylalkohol und Wasser 
gewaschen. Die Fallung wurde in Wasser suspendiert und durch mehrere 
Stunden unter haufigem Reiben Kohlensiure eingeleitet, bis die Reaktion 
sauer wurde. Hierauf wurde die Fliissigkeit abgesaugt, die Fallung 
mit Wasser und dann mit Alkohol gewaschen und zwecks Entfernung 
der Sphingogalaktoside oftmals mit siedendem Athylalkohol aus- 
geholt, bis der Riickstand keine Orcinreaktion mehr zeigte, wodurch 
die Abwesenheit von Sphingogalaktosiden im Riickstand erwiesen 
wurde. Aus dem erkaltenden Alkohol schieden sich die Cerebroside 
als weiBe Pulver ab. 

Der kohlehydratfreie Riickstand wurde bis zur Erschépfung mit 
heiBem Benzol extrahiert. Der in das Benzol iibergehende Anteil der 
Substanz ist bereits in einer Arbeit von S. Frdnkel und O. Gilbert!) 
beschrieben worden. 

Durch Zentrifugieren und scharfes Absaugen wurde der in Benzol 
unlésliche Anteil gewonnen. Er erwies sich als in organischen Lésungs- 
mitteln unléslich. Er wurde im Vakuum iiber Paraffin vom Benzol 
befreit, mit verdiinnter Salzsiure verrieben und nach langerem Stehen 
filtriert. Diese Operation wurde so lange wiederholt, bis im Filtrat 
kein Barium mehr nachgewiesen werden konnte. Dann wurde der 
Riickstand mit kaltem Wasser und Alkohol chlorfrei gewaschen. 

Der bariumfreie Riickstand wurde in heibem Benzol gelést und 
mit kaltem Methylalkohol versetzt. Am nichsten Tage war ein fein- 
kristallinischer Niederschlag gefallen. Diese Umfallung wurde zweimal 
wiederholt. Die Substanz war in heiBem Athylalkohol léslich und wurde 
aus moéglichst kleinen Mengen desselben vier- bis fiinfmal umkristallisiert. 
Aus den vereinigten Mutterlaugen wurde nach Einengen im Vakuum 


1) S. Frdnkel und O. Gilbert, diese Zeitschr. 124, 206, 1921. 
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a, noch eine zweite Kristallfraktion gewonnen. Es wurde scharf abgesaugt, 
“s mit kaltem Alkohol und Ather gewaschen und im Vakuum getrocknet. 
4 Beschreibung des erhaltenen Kérpers. 

Der Kérper ist in kalten organischen Lésungsmitteln unléslich, 
léslich aber in heiBem Athylalkohol und heiBem Benzol. Schon nach 
wenigen Augenblicken triibt sich die erhaltene Lésung, weshalb eine 
Bestimmung der optischen Aktivitat nicht ausgefiihrt wurde. 

| Der Kérper ist rein wei8 und von feinkristallinischer Struktur. 
- Die mikroskopische Untersuchung zeigte radiar angeordnete Nadeln, 
l die bei gekreuzten Nicols deutlich aufleuchteten. 





Schmelzpunkt, mit einem Normalthermometer bestimmt, 196°. Die 
Substanz enthalt Stickstoff (nach Lassaigne nachgewiesen), Schwefel und 
1 Phosphor (in der Soda-Salpeterschmelze als Schwefelsiure und Phosphor- 
siiture nachgewiesen ). 








Analyse: 
Kohlenstoj{ — Wasserstojf, mikroanalytisch nach Pregl. 
5,520 mg Substanz: 12,915 mg CO, und 3,896 mg H,O 
6,381 ,, * 15,022 ,, CO, ,, 4,566 ,, H,O 
5,996 ,, s- 14,112 ,, CO, ,, 4,432 ,, H,O 
Stickstoff, nach Dumas- Pregl. 
19,822 my Substanz: 0.36 cem N (14°, 748 mm) 
22,889 .,, as 0.39 , N (16°, 748 ,, ) 
25,311 ,, a O31 «2 tie. 3? wo) 
25,733 ,, - Ls. Bie. we . 
Schwefel, 
nach Carius- Pregl: 19,375 mg Substanz: 23,955 mg BaSO,, 
»  Liebig: 24,463 ,, a: 30,290 ,, BaSO,. 


Phosphor, nach der Methode der Siuregemischveraschung von Neumann: 
25,728 mg Substanz: 12,915 mg Mg,P,O, 


ae 


21,415 ,, ‘ie 12,293 ,, Mg,P,0, 
23,602 ,, " 12,702 ,, Mg,P,O, 
Gesamtanal yse : 
Cc H N P S 


Cio His2NyPSOxy. Ber.: 64,30 8,06 2,23 1,64 I 
Gef.: 63,80 7,90 2,13 1,40 1, 

64,20 8,01 1,98 1,60 l 

64,19 8,27 2,33 1,50 


2,35 
Molekulargewichtsbestimmung, nach der Mikro-Camphermethode von 
Rast: 
6,274 mg Substanz in 73,190 mg Campher: . 1,8° Depression. 
Molekulargewicht: Ber... . . . . . 1885 
Gas. « «eos eae 
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Der Aminostickstoff wurde nach der Mikromethode von van Slyke 


bestimmt. 
21,893 mg Substanz: 0,42 ccm N (16°, 736 mm), entsprechend 2,15 Proz. 


Aminostickstoff. 
NH,—N. Boer.: 2,23 Proz. 
Gef: 2,15 ,, 
Die Substanz war also ein Triamino-Monophosphormonosulfatid, 
welches eine Aminobase enthalten muBbte. Sdmilicher Stickstoff der 


Substanz war in Form von Aminogruppen vorhanden. 
Basische Hydrolyse. 

Der neue Koérper wurde in heibem Methylalkohol gelést und mit 
iiberschiissiger methylalkoholischer Atzbarytlésung einen Tag lang 
gekocht, filtriert und mit Methylalkohol gewaschen. 

A. Lésung. In die Lésung wurde Kohlensaure eingeleitet, erwarmt 
und das ausgeschiedene Bariumcarbonat abfiltriert. Dann wurde mit 
Bleiessig gefiallt, filtriert, das iiberschiissige Blei mit Schwefelwasserstoff 
gefallt und abfiltriert, der Schwefelwasserstoff mit Kohlensaure verjagt. 
Der Bleiniederschlag war kohlenstofffrei. Die Lésung wurde auf ein 
ganz kleines Volumen eingeengt, mit absolutem Alkohol aufgenommen, 
die alkoholische Lésung im Vakuum eingeengt und diese Operation 
so lange wiederholt, bis die Lésung hochprozentig alkoholisch ge- 
worden war. 

Dann wurde mit 30proz. alkoholischer Goldchloridlésung ein 
Goldsalz gefallt, welches sich als das Goldsalz des Aminodthylalkohols 
erwies. Die Kristalle wurden abfiltriert und aus Wasser umkristallisiert. 
Nadeln vom Schmelzpunkt 188 bis 190°. 

18,377 mg Substanz: 8,990 mg Au 


25.334 ., Pe 0,81 cem N (16°, 736 mm) 
C,H,ON, HCl, AuCl,. Ber.: 49,12 Proz. Au 3,49 Proz. N 
Gef.: 48,92 .,, Au 3.66 5 ae 


B. Wasserunléslicher Anteil. Dieser Anteil wurde mit verdiinnter 
Salzsiure von Barium befreit, mit Wasser bariumfrei und chlorfrei 
gewaschen und in Ather aufgenommen. Die atherische Lésung wurde 
verdunstet und der Riickstand in méglichst wenig heiBem absoluten 
Alkohol gelést. Die alkoholische Lésung wurde mit Tierkohle gekocht, 
hei® filtriert und im Vakuum in der Kalte kristallisieren gelassen. 
Der erhaltene schén kristallinische weiBe Kérper wurde mehrmals aus 
absolutem Alkohol umkristallisiert. 


a-Oxydecansdure. 

Wir erhielten eine Substanz vom Schmelzpunkt 161°, die mit 
konzentrierter Natronlauge eine schnell vergingliche Rotfarbung gab. 
Die Substanz erwies sich bei der Priifung mittels der Reaktion von 
Lassaigne als stickstofffrei. 
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Analyse: 
6,694 mg Substanz: 15,656 mg CO, und 6,433 mg H,O 
7,728 4, a 18,070 ,, CO, ,. 7,321 ,, H,O 
Cy9H2»Os. Ber.: 63,78 Proz. C 10,71 Proz. H 
Gef.: 63,79 ., Cc ?;7e . H 
i «. = a 2 


Die Aciditat wurde durch Titration mit n/100 Natronlauge, mit 
Phenolphthalein als Indikator in siedend alkoholischer Lésung bestimmt 
0.2126 ¢ Substanz: 11,0cem n/100 NaOH. 
Molekulargewicht fiir C,)H..0, Ber.:. ... . . 188 
re 
Der Kérper war optisch inaktiv. 
a-Oxydecansduremeth ylester. 
Die Saure wurde durch vierstiindiges Kochen mit Methylalkohol, der 
1 Proz. Chlorwasserstoff enthielt, verestert. Das Reaktionsprodukt wurde 
in Wasser gegossen, die Abscheidung filtriert und zweimal aus absolutem 
Methylalkohol umkristallisiert. Schmelzpunkt 102°, weiBe Schuppen. 


Analyse: 
22.374 mg Substanz: 53,490 mg CO, und 21,195 mg H,0O. 
C,,H,,0,. Ber.: 65,38 Proz. C 10,89 Proz. H 
Gef.: 65,20 ,, Cc 10,60 ,, H 


O- Acetyl-a-O xydekansduremeth ylester. 

Der Ester wurde mit 10 Teilen Essigsiureanhydrid und | Teil 
im Silbertiegel umgeschmolzenen Natriumacetats unter Zusatz von 
etwas Eisessig 6 Stunden auf dem Olbad bei 120° acetyliert. Das 
Reaktionsprodukt wurde in Eiswasser ausgegossen, filtriert, mit Methy]- 
alkohol bis zum Verscl.winden des Essigsiuregeruchs gekocht und in 
Ather aufgenommen. Der Ather wurde im Vakuum verdunstet und 
der Riickstand zweimal aus Athylalkohol umkristallisiert. Schmelz- 
punkt 123°, weibe Blattchen. 





Analyse: 


& 17,884 mg Substanz: 41,570 mg CO, und 15,665 mg H,0O. 
3 C,,H,,O,. Ber.: 63,67 Proz. C 10,20 Proz. H 
4 Gef.: 63,39 ,, C e...6lCUU 


Nun wurde versucht, Salze dieser Oxysiure darzustellen. Zu 
diesem Zwecke wurde die Substanz in heibem Wasser suspendiert, 
Natronlauge e natrio zugesetzt, mit verdiinnter Schwefelsiure genau 
neutralisiert und mit Silbernitrat bzw. Bariumacetat gefillt. 


‘ a-Oxydekansaures Silber. 
WeiBe, feinkristallinische Schuppen, bei gekreuzten Nicols stark 
aufleuchtend. Schmilzt nicht. 


11,301 mg Substanz: 4,125 mg Ag. 
C,9H,,0,Ag. Ber.: 36,58 Proz. Ag 
Gef.: 36,50 ,, Ag 


28 * 
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a-Oxydekansaures Barium. 


Bariumsalz: WeiBe Blattchen, aus wisserigem Alkohol um- 
kristallisiert. Sintert bei etwa 205°. 
8,282 mg Substanz: 3,744 mg BaSO,. 
(Cy9H,,0,), Ba. Ber.: 26,86 Proz. Ba 
Gef.: 26,61 ,, Ba 


Konstitutionsbestimmung der Sdure Cy 9H 403. 


Zwecks Konstitutionsbestimmung der gefundenen Saure wurde 
eine Oxydation mit gleichzeitiger CO,-Abspaltung nach der von Levene 
und Jacobs modifizierten Methode von Edmed ausgefiihrt'). 

Etwa 0,3g des schmelzpunktreinen Kérpers wurden in 1 proz. 
Kalilauge suspendiert und erwarmt, bis sich eine Gelatine gebildet 
hatte. Diese wurde nun mit heiBer Kaliumpermanganatlésung (4,5 g 
K MnQ, in | Liter) bedeckt und am Wasserbad bis zur Braunfarbung 
erhitzt. Die Oxydation ging sehr rasch und glatt vonstatten. Dann 
wurde Natriumbisulfit zugesetzt, in Ather aufgenommen, verdunstet, 
mit Alkohol ausgeholt und rasch durch einen HeiSdampftrichter filtriert. 
Aus der alkoholischen Lésung schied sich beim Erkalten das Oxydations- 
produkt aus. Aus der Mutterlauge wurde nach Einengen im Vakuum 
eine neuerliche Fraktion gewonnen. 

Die Mutterlauge wurde nochmals ausgeithert, doch hinterblieb 
beim Verdunsten des Athers kein Riickstand. Die Oxydation war 
also quantitativ verlaufen. 

Das Oxydationsprodukt wurde zweimal aus absolutem Alkohol 
umgefallt. Es entwickelte, mit Alkohol und konzentrierter Schwefel- 
siure in der Eprouvette erhitzt, einen eigenartigen Fruchtgeruch, der 
auf die vermutete Pelargonsdure hindeutete?). 

Zur Identifizierung der Saure als Pelargonsiure wurden ihre Salze 
nach Angaben von O. Grossmann*) dargestellt. Die Seifen wurden mit 
verdiinnter Schwefelsiure zerlegt, mehrmals mit Ather ausgeschiittelt 
und die atherische Lésung verdunstet. Dann hinterblieb eine weiche 
Masse von ranzigem Geruch. Es wurde genau mit Ammoniak neutra- 
lisiert und aus der gebildeten Lésung das Silber-, Blei- und Bariumsalz 
gefallt. 


Silbersalz, mit Silberacetat gefallte, suBerst voluminése weiBe Masse. 
19,312 mg Substanz: 7,860 mg Ag. 
C,H,,AgO,. Ber.: 40,75 Proz. Ag 
Gef.: 40,70 ,, Ag 


1) Edmed, Journ. Chem. Soc. 73, 627, 1898; Levene und Jacobs, Journ. 
of biol. Chem. 12, 385, 1912. 

2) Castellana, R. A. L. (5) 14, 1, 467. 

3) Grossmann, Ber. 26, 643, 1893. 
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Bariumsalz, mit Bariumacetat gefallte weiBe Blattchen. 
21,816 mg Substanz: 11,388 mg BaSQ,. 
(C,H,,0,),Ba. Ber.: 30,43 Proz. Ba 
Gef.: 30,72 ,, Ba 
Bleisalz, weiBe Schuppen. 
20,453 mg Substanz: 12,102 mg PbSQ,. 
(C,H,,0,),Pb. Ber.: 39,70 Proz. Pb 
Gef.: 40,41 ,; Pb 


Saure Hydrolyse. 

3g Substanz wurden unter RiickfluBkiihlung 9 Stunden am Olbad 
mit 25proz. Salzsiure bei 110° gekocht. Nach dem Erkalten wurde 
mehrmals mit Ather ausgeschiittelt und geschieden. 

A. Waisserige Schicht. Die wisserige Lésung wurde mit Bleiessig 
gefallt, Alkohol zugesetzt, nach langerem Stehen das auskristallisierte 
Bleichlorid abfiltriert, mit einem Kérnchen Silbercarbonat durch- 
geschiittelt, filtriert, das Silber durch einige Blasen Schwefelwasserstoff 
gefallt, filtriert und zur Vertreibung des Schwefelwasserstoffs Kohlen- 
saure durchgeleitet. 

Dann wurde aus drei Proben der Lésung ein Goldsalz, ein Platin- 
salz und ein Pikrat dargestellt, um den Aminodthylalkohol NH, .CH, 
.CH,.O zu identifizieren. 

Goldsalz, mit alkoholischer Goldchloridlésung gefallt. Nadeln vom 
Schmelzpunkt 189°. 

26,312 mg Substanz: 12,893 mg Au. 

C,H;ON, HCl, AuCl. Ber.: 49,08 Proz. Au 
Gef.: 49,00 ,, Au 
Platinsalz, mit alkoholischer Platinchloridlésung gefallt, gelbe Blattchen. 
22,431 mg Substanz: 8,232 mg Pt. 
2C,H,ON, 2HCI, PtCl. Ber.: 36,64 Proz. Pt 
Gef.: 36,70 ,, Pt 

Pikrat, mit alkoholischem, pikrinsaurem Natrium aus héchst konzen- 
trierter alkoholischer Lésung gefillt. Gelbe Nadeln vom Schmelzpunkt 159,5°. 

8,520 mg Substanz: 0,14 cem N (14°, 743 mm). 

C,H,ON.C,H,N,O,. Ber.: 19,31 Proz. N 
Gef.: 19,23 , N 

Dieses Pikrat wurde bisher nur indirekt dargestellt'). Die Gesamt- 
menge des ausgefillten Colamins betrug 0,27 g, entsprechend 9 Proz. 
des Ausgangsmaterials. 

In einem Teile der urspriinglichen ausgeatherten salzsauren Lésung 
wurden Schwefelsiure mit Chlorbarium, Phosphorsiure mit Ammon- 
molybdat nachgewiesen. 


') Gabriel, Ber. 21, 570, 1888. 
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Der Hauptteil der Lésung wurde dazu verwendet, um das vermutete 
Glycerin nachzuweisen. Die Lésung wurde am Wasserbad bis zur Sirup- 
konsistenz eingeengt und dann das Glycerin abdestilliert. Zu diesem 
Zwecke wurde eine Wasserdampfdestillation im Vakuum nach der 
Methode des preuBischen Militérversuchsamtes') ausgefiihrt, welche in 
unserem Laboratorium wahrend des Krieges umgearbeitet wurde. 
Unter Einleiten von iiberhitztem Wasserdampf wurde abdestilliert 
und aus der erhitzten Vorlage das mit itibergegangene Wasser durch 
einen mit warmem Wasser gefiillten Kiihler abgeblasen. Das Colamin 
ging als Chlorhydrat natiirlich nicht mit iiber. Es wurde eine Fliissigkeit 
von siiBem Geschmack gewonnen, die sich als Glycerin erwies. Es 
wurden 0,57 g Glycerin, entsprechend 19 Proz. des Ausgangsmaterials, 
gewonnen. Der Nachweis des Glycerins wurde folgendermaBen durch- 
gefiihrt : 

Ein Teil der Lésung wurde mit Kaliumbisulfat auf dem Wasserbad 
eingekocht und dann in eine mit Wasser beschickte Vorlage trocken 
iiberdestilliert. Acroleingeruch trat auf. Die erhaltene Acroleinlésung 
rétete fuchsinschweflige Saure, gab die Silberspiegelreaktion und gab 
mit Nitroprussidnatrium und Piperidin eine enzianblaue Farbung, die 
mit Ammoniak violett und mit Eisessig blaugriin wurde?). 

SchlieBlich wurde mit Benzoylchlorid und 10proz. Natronlauge 
nach Schotten-Baumann das Tribenzoat dargestellt. Es zeigte, aus 
Ligroin umkristallisiert, den Schmelzpunkt 76°*), welcher dem Glycerin- 
tribenzoat entspricht. 


B. Atherische Schicht. Die atherische Lésung wurde eingedunstet. 
Der Riickstand wurde aus absolutem Alkohol zweimal umkristallisiert. 
Der gewonnene Kérper zeigte den Schmelzpunkt 161° und war mit 
der bei der basischen Hydrolyse gefundenen Saure vollkommen 
identisch, auch optisch inaktiv, wahrscheinlich also racemisiert. Die 
Menge der gewonnenen Siaure betrug 1,1 g, entsprechend 36,6 Proz. 
des Ausgangsmaterials. 


1) K. Fleischer, Zeitschr. f. analyt. Chem. 60, 330, 1922. 
*) Lewin, Ber. 32, 3388, 1899. 
8) Riloty, Ber. 830, 3167, 1897. 
































Versuche zur Priifung der Wielandschen Atmungstheorie. 


Von 


Kanichi Tanaka. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 26. Februar 1925.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In Wielands Atmungstheorie!) sind zwei voneinander verschiedene 
Annahmen zu unterscheiden, die Dehydrierungstheorie und die Theorie 
der Wasserstoffaktivierung. Die erste Theorie versucht allgemein. 
den Mechanismus der Oxydationsvorgiinge zu erklaren, die zweite 
Theorie fiihrt eine spezielle Hypothese ein, die den Mechanismus der 
biologischen Oxydation betrifft. 

Nach der Dehydrierungstheorie besteht die Oxydation organischer 
Kérper nicht in einer Sauerstoffaufnahme, sondern in einer Wasserstoff- 
abgabe. Nach der Theorie der Wasserstoffaktivierung reagiert in 
der atmenden Zelle der Wasserstoff der organischen Molekiile un- 
mittelbar mit dem molekularen Sauerstoff, nach der Gleichung: 


~H + 0: = HO, 


die wir als die Traube-Wielandsche Gleichung?) bezeichnen wollen. 

Es gibt heute keine Méglichkeit, bei Gegenwart von Wasser zwischen 
Sauerstoffaufnahme und Wasserstoffabgabe zu unterscheiden, weder 
in einfachen chemischen Systemen, noch weniger in den komplizierteren 
biologischen Systemen. Deshalb ist die Dehydrierungstheorie zunachst 
eine Schreibweise, die man da anwenden mag, wo sie bequem 
erscheint. 

Anders steht es mit der Theorie der Wasserstoffaktivierung, die 
experimentell gepriift werden kann. Ist sie wahr, so mu es gelingen, 
unter geeigneten Bedingungen das Primarprodukt der Atmung, das 


1) Vgl. hierzu O. Warburg, diese Zeitschr. 142, 518, 1923; 152, 479, 1924. 

2) Moritz Traube, Gesammelte Abhandlungen. Berlin, Meyer und 
Miiller, 1899. H. Wieland, Ergebn. d. Physiol. 20, 477, 1922; Oppenheimers 
Handb. d. Biochem., 2. Aufl., 2, 252, 1923. 
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Wasserstoffperoxyd, nachzuweisen. Von diesem Gesichtspunkt aus 
habe ich, auf Vorschlag von Herrn Otto Warburg, die im folgenden 
beschriebenen Versuche unternommen, die zum Teil Modellversuche 
mit Palladiumschwarz, zum Teil Versuche mit lebenden Zellen sind. 


1. Die Herstellung der Palladiumpriparate 


geschah durch Reduktion von Palladiumchloriirlésungen mit Ameisen- 
siure in der von Wieland beschriebenen Weise’). Das so gewonnene 
Schwarz enthalt immer reichlich Wasserstoff und ist wenig brauchbar 
fiir gasanalytische Messungen. Um den Wasserstoff zu entfernen, 
leitete ich, nachdem das Praparat durch Dekantieren auf dem Wasserbad 
chlorfrei gewaschen war, 12 Stunden einen Strom von Sauerstoff 
durch die wasserige Palladiumsuspension, wobei der Wasserstoff oxydiert 
und das Metall mit Sauerstoff gesittigt wurde. Dann saugte ich auf 
der Nutsche ab und trocknete im Vakuumexsikkator. So hergestellte 
Praparate sind von groBer katalytischer Wirksamkeit und eignen sich, 
da sie in wasseriger Suspension beim Schiitteln mit Luft weder Gas auf- 
nehmen noch abgeben, vortrefflich fiir gasanalytische Versuche. 


2. Anordnung der Modellversuche. 


Das Palladiumschwarz wurde in Mengen von Zehntel-Milligrammen 

oder Milligrammen in GefaiBe von der Form der Abb. 1 gebracht. Das 

Volumen der eingefiillten Fliissigkeit betrug 

| zum Manometer 10cem, das Volumen des Gasraums etwa 

20cem. Die GefaBe wurden in oft beschrie- 

| bener Weise mit Barcroftmanometern ver- 

bunden und im Thermostaten so schnell 

geschiittelt, daB Gas- und Fliissigkeitsphase 

zu jeder Zeit nahezu im Absorptionsgleich- 

A gewicht waren. Aus den an den Mano- 

F metern abgelesenen Drucken ergab sich die 

Abb. 1. Geschwindigkeit der chemischen Reaktionen, 

von denen ich die Knallgasreaktion, die Wasserstoffperoxydzersetzung 
und die Alkoholoxydation naiher untersucht habe. 

Obwohl die Palladiumpraparate bei ihrer Herstellung mit 100 proz. 
Sauerstoff gesattigt worden waren, erwies sich Sauerstoff von 
Atmospharendruck als stérend bei Untersuchung der katalytischen 
Wirkungen, eine Erscheinung, die wahrscheinlich mit Adsorptions- 
verdrangungen zusammenhangt. Brauchbare Resultate erhielt ich 
erst, als ich mit dem Sauerstoffdruck auf etwa '/; Atm. herunterging. 


') Chem. Ber. 45, 484, 1912. 
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3. Die Knallgasreaktion an Palladium. 


Moritz Traube') hat gezeigt, daB beim Schiitteln von Palladium 
mit Knallgas Wasserstoffperoxyd auftritt. Traube erhielt nur einen 
kleinen Teil der berechneten Menge an Wasserstoffperoxyd, weil, wie 
er nachwies, Palladium gleichzeitig Wasserperoxyd zerstért. 

Es liegt nahe, die Ausbeute an Wasserstoffperoxyd dadurch zu 
steigern, daB man den Palladiumsuspensionen Stoffe zusetzt, die die 
Wasserstoffperoxydspaltung hemmen, die Knallgasreaktion aber nicht 
oder nur wenig. Ein solcher Stoff ist, wie ich gefunden habe, Blau- 
siure, gelést in n/10 Schwefelsiure. n/500 Blausiure, gelést in n/10 
Schwefelsiure, hemmt die Knallgasreaktion nur um etwa 5 Proz., 
die Wasserstoffperoxydspaltung dagegen fast vollkommen. Zum Beleg 
des Gesagten teile ich zwei Protokolle mit (Tabellen I und II). 





Tabelle I. 
Knallgasreaktion an Palladium. 20°, Gasraum 20 Proz. Wasserstoff in Luft. 
1 2 
0.25 mg Pd 0,34 mg Pd 
5cem n/10 H,SO, 5ccm n/10 H,SO,, in bezug auf 
HCN 2 X 10-5 normal 
Gasraum 24 ccm Gasraum 25 ccm 
GetaSkonstante 2,1 GetaBkonstante 2,2 
j Beobachtete Druckanderung in mm 
In 10 Minuten... . — 44 — 45 
10 = . ee 6 — 44 — 45 
10 ss dive! atte — 45 — 45 
. 1 a a — 44 — 44 
— M4 ee — 22 — 22 
In Summa mm . — 199 — 201 
- és emm . 417 440 
0,4 x 10-6 Mole, 5 = 10-6 Mole, 


H,O, im Zentrifugat iquivalent 9emm O, | aquivalent 112cmm O, 
und 9cmm H, und 112ecmm H, 


| 
Zur Wasserbildung 
verbrauchter Sauerstoff '/,(417—18) = 133emm | '/, (440— 224) = 72emm 


Aus Tabelle I geht hervor, daB nach 45 Minuten in der Knallgas- 
reaktion iibertragen sind: 
in der blausiurefreien Lésung durch 0,25 mg Palladium 142 cmm 
Sauerstoff ; 
in der blausiurehaltigen Lésung durch 0,34 mg Palladium 
184cmm Sauerstoff, 
d. h. pro Milligramm Palladium und 45 Minuten im ersten Falle 570, 
im zweiten Falle 540cmm Sauerstoff, oder in Blausiure nur 5 Proz. 
weniger. 


1) Ges. Abhandl., 8. 520. 
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Tabelle II. 
Wasserstoffperoxydspaltung an Palladium. 17°. Gasraum Luft. 
bad dads alll .- , a ” 2 
0,40 mg 0,68 mg Pd 
{ Scom a/10- H’SO, Scem n/10 HySO, 
Hauptraum ohne HCN 2 X 10-3 n in bezug aut HCN 
| Gasraum 25,8 ccm Gasraum 29,4 ccm 
ko, = 245 ko, = 278 


In der Ansatzbirne 


0,48 X 10- 4 Mole HO», gelést in 0,5ccm 


Nach Zugabe| in — 4 = 
des H,O, ” 5 ” an - 
aus der | ” 9 ” + 50 a 
Tt 20 + , Nach 60 Min. + 3mm 


Senn 


+ 183 mm 


= 450cmm. Berechnet 
fiir totale Zersetzung 
des H,O, : 540cmm 


Aus Tabelle II geht hervor, daB die gleiche Blausiurekonzen- 
tration unter sonst gleichen Bedingungen die Wasserstoffperoxyd- 
spaltung praktisch vollkommen hemmt. 

Waren die Druckmessungen beendigt, so wurde das Palladium 
aus den Suspensionen abzentrifugiert, die tiberstehende Fliissigkeit 
(10 cem) in ein Kolorimeterréhrchen iibergefiihrt, 0,5 ccm Titansaure- 
reagens') zugefiigt und die auftretende Gelbfirbung mit Farbungen 
verglichen, die bekannte Mengen von Wasserstoffperoxyd hervor- 
brachten. War die Schichthéhe 10 cm, so konnten 10~7 Mole Wasser- 
stoffperoxyd, gelést in 10 cem, noch erkannt werden. 

An dem SchluB der Tabelle I ist angegeben, wieviel Wasserstoff- 
peroxyd bei der Knallgasreaktion in den Zentrifugaten gefunden wurde. 
In der blausaurefreien Lésung hatten von 142 cmm absorbierten Sauer- 
stoffs 9cmm Wasserstoffperoxyd gebildet, in der blausiurehaltigen 
Lésung hatten von 184 cmm absorbierten Sauerstoffs 112 cmm Wasser- 
stoffperoxyd gebildet. Die Ausbeute an Wasserstoffperoxyd steigt 
also bei Zugabe der Blausiure von 6 auf 61 Proz. Nach diesem Er- 
gebnis ist kein Zweifel mehr daran méglich, daB die Traubesche For- 
mulierung der Knallgasreaktion an Palladium zutreffend ist. 


4. Die Alkoholoxydation an Palladium. 
Davy und Débereiner®) haben gefunden, daB Athylalkohol an 
Platinmetallen durch Sauerstoff oxydiert wird, wobei Aldehyd und 
Essigsiure entstehen. 


') Nach Treadwell, Qualitative Analyse. 
2) Débereiner, Gilberts Ann. d. Phys. 72, 193, 1822; 74, 269, 1823. 
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Wieland nimmt an, daB hierbei das Palladium den Wasserstoff 
des Alkohols aktiviert, so dab} der molekulare Sauerstoff ihn angreift, 
und daB die eigentliche Oxydation, wie bei der Knallgasreaktion, nach 
der Gleichung 

_H +O, = H,O, 
verlauft. 

Ist dies wahr, so sollte es méglich sein, bei der Oxydation des 
Alkohols Wasserstoffperoxyd nachzuweisen. Es sei bemerkt, dab die 
Trennung von Alkoholoxydation und Wasserstoffperoxydspaltung mit 
Hilfe von Blausaure nicht gelingt, beide Vorginge werden in ungefahr 
gleichem MaBe von Blausiure gehemmt. Immerhin aber sollte auch 
hier, wie bei der Knallgasreaktion ohne Blausiure, Wasserstoffperox yd 
nachweisbar sein. 

Ich habe die Alkoholoxydation an Palladium unter den verschie- 
densten Bedingungen untersucht und immer die Zentrifugate, nachdem 
groBe Mengen an Sauerstoff verbraucht waren, mit Titanschwefelsiure 
auf Wasserstoffperoxyd gepriift, aber niemals eine positive Reaktion 
erhalten, weder blausdurefrei, noch bei Gegenwart von Blausaure. 
weder bei 37 noch bei 20°, weder in neutraler noch in stark saurer 
Lésung (vgl. z. B. Tabelle II). 


Tabelle III. 


Alkoholoxydation an Palladium. 37°. Gasraum Luft. 





1 2 3 4 
ee 2,48 2,67 2,84 3,86 
Eingefiillte Flussigkeit . . . 5ecm 5 Gew.+Proz. Alkohol in n/10 Hy,SO, 
Normalitat in bezug auf HCN _ 2 x 10-5 2x 10-4 > 10-3 
Volumen des Gasraums, ccm 25 24 25 ” ag 
ko, I ree 22 21 2.2 21 
Beobachtete Druckanderung in mm 

In 15Minuten... , — 35 — 43 —14 —1 
. o- Me ya ee — 35 — 43 —I14 —!1 
— ¥ im «te — 35 — 44 — 15 —1 
a ‘ actin > s — 37 — 47 —15 0 
a a ae ea — 36 — 4 —I13 0 
Summe mm .... —178 | —220 —71 
Summe cmm OQ, ver- 

braucht ..... 393 460 156 
Summe Mole O, ver- 

wees lw tw ts 18 x 10-5 | 2.1 x 10-5 | 0.7 x 10-5 
Titanreaktion in den 

Zentrifugaten . . negativ negativ | negativ 


Wenn Wieland, wie es nach seinen zusammenfassenden Dar- 
stellungen scheint, bei derselben Reaktion Wasserstoffperoxyd ge- 
funden hat, so méchte ich das darauf zuriickfiihren, daB er stets 
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mit Wasserstoff ,,angedtztes’’ Palladium verwendete. In der Tat 
mui er dann, wie der vorhergehende Abschnitt lehrt, Wasserstoff- 
peroxyd finden, doch hat dieser Befund mit der Alkoholoxydation 
nichts zu tun. 

Die Tatsache, daB man die Reaktion 


=—— +0, H,0,, (1) 


wie sie bei der Knallgasreaktion tatsichlich stattfindet, durch Blau- 
siure von der Wasserstoffperoxydspaltung trennen kann, die Alkohol- 
oxydation aber nicht, scheint mir wichtig zu sein und dafiir zu sprechen, 
daB der Alkoholoxydation und der Peroxydspaltung ahnliche Vorginge 
zugrunde liegen. Was die Peroxydspaltung anbetrifft, so ist sicher, 
daB sie nicht nach dem Schema der Traube-Wielandschen Gleichung 
erfolgt, da sonst fiir jedes verschwindende Peroxydmolekiil ein neues 
entstehen miiBte. Vielmehr wird man die Peroxydspaltung als Oxy- 
dation des Peroxyds durch ein Palladiumoxyd auffassen, und in 
ahnlicher Weise méchte ich die Oxydation des Alkohols an Palladium 
auf die Wirkung eines Palladiumoxyds zuriickfiihren. 


5. Die Methylenblaurcduktion. 

Nach Bredig und Sommer') beschleunigen Platinmetalle die 
Reaktion zwischen gewissen organischen Stoffen und Methylenblau, 
wobei das Methylenblau zu Methylenweif reduziert, der andere Teil- 
nehmer der Reaktion oxydiert wird. BilanzmaBig betrachtet, spielt 
hier das Methylenblau die Rolle eines Oxydationsmittels, es ,,ersetzt*’, 
wie Wieland sich ausdriickt, den Sauerstoff. 

In allen Fallen, in denen man den molekularen Sauerstoff in der 
Bilanz durch Methylenblau ersetzen kann, sieht Wieland den Beweis 
fiir erbracht, daB der molekulare Sauerstoff nach der Gleichung 


—H +0, = H,0, 


reagiert, eine, wie es scheint, durch nichts begriindete SchluBfolgerung. 
Schiittelt man eine neutrale Cysteinlésung mit molekularem 
Sauerstoff, so wird Cystein zu Cystin oxydiert. .,Ersetzt‘’ man den 
molekularen Sauerstoff durch Methylenblau, indem man_beispiels- 
weise m/100 neutrale Cystein- und m/1000 Methylenblaulésung unter 
AbschluB von Sauerstoff stehen laBt, so wird das Cystein gleichfalls, 
nunmehr ,,sauerstofflos“, oxydiert. Wieland wiirde daraus schlieBen, 
daB die Reaktion im ersten Falle nach der Gleichung verliuft: 
—SH s 


+0, = | +H,0,. 
—SH s 


') Zeitschr. f. physikal. Chem. 70, 34, 1910. 
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wahrend die Untersuchung des Falles gezeigt') hat, daB nicht die 
S H-Gruppe des Cysteins, sondern das als Verunreinigung der Lésungen 
vorhandene Eisen mit dem molekularen Sauerstoff reagiert. 

Hier wie in jedem anderen Falle ist es unerlaubt, aus dem Mecha- 
nismus einer Reaktion A auf den Mechanismus einer Reaktion B zu 
schlieBen. So wahr es ist, daB der molekulare Sauerstoff in der Bilanz 
einer Oxydation oft durch Methylenblau ersetzt werden kann, so wenig 
sagt dieser Umstand etwas aus iiber den Weg, auf dem der molekulare 
Sauerstoff reagiert. 


6. Versuch mit lebenden Zellen. 


Am Beispiel der Knallgasreaktion wurde gezeigt, wie man inter- 
mediar gebildetes Wasserstoffperoxyd vor der Zersetzung schiitzen 
und dann als Hauptprodukt der Oxydation nachweisen kann. Das 
Verfahren erlaubt, itiberall da etwa gebildetes Wasserstoffperoxyd zu 
fassen, wo die Peroxydspaltung empfindlicher gegen Blausaure ist 
als der Oxydationsvorgang. 

Unter den vielen Fillen von Zelloxydationen, die in diesem In- 
stitut untersucht worden sind, gibt es einen, in dem dic Atmung durch 
Blausaure nicht gehemmt wird, die Atmung der Chlorella, wihrend die 
Wasserstoffperoxydspaltung der Chlorella durch Blausiure zum Ver- 
schwinden gebracht wird. Oxydation und Wasserstoffperoxydspaltung 
kénnen hier mit Hilfe von Blausaiure vollstandiger getrennt werden, 
als im Falle der Knallgasreaktion. 

Ist die Wielandsche Atmungstheorie wahr, ist also die Primar- 
reaktion der Atmung wirklich 


— +0, = H,0,, 


so muB die Chlorella bei Gegenwart von Blausiure eine dem Sauerstoff- 
verbrauch aquivalente Menge an Wasserstoffperoxyd liefern. 

Fiir meine Versuche benutzte ich Chlorellamengen von 24 mg 
Trockensubstanz. Suspendiert man diese Zellmenge in 10 com Knopscher 
Lésung*) und fiigt 0,5cem einer 0,15 molaren Wasserstoffiperoxyd- 
lésung hinzu, so ist bei 20° das Peroxyd nach einer Stunde zersetzt*) 
und in der abzentrifugierten Lésung mit Titanschwefelsiure nicht 


1) O. Warburg und S. Sakuma, Arch. f. d. ges. Physiologie 200, 203, 
1923 und S. Sakuma, diese Zeitschr. 142, 68, 1923. 

2) Da Phosphat die Titanreaktion des Wasserstoffperoxyds stért, so 
habe ich in allen meinen Versuchen Knopsche Liéisung ohne Phosphat 
verwendet. Die Zusammensetzung der Knopschen Lésung findet man bei 
Warburg und Negelein, Zeitschr. f. physikalische Chem, 102, 235, 1922. 

8) Naheres iiber die Wasserstoffperoxydspaltung in Chlorella bei 
Warburg und Uyesugi, diese Zeitschr. 146, 486, 1924. 
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mehr nachweisbar. Wiederholt man den Versuch mit dem Unterschied, 
daB man vor Zugabe der Zellen '/,9) Mol Blausiure pro Liter Knopscher 
Lésung zusetzt, so findet man nach einer Stunde in dem Zellzentrifugat 
das gesamte zugesetzte Peroxyd wieder. n/100 Blausiure hemmt 
also die Wasserstoffperoxydspaltung durch Chlorella vollkommen. 

Andererseits hemmt die gleiche Blausiurekonzentration die Atmung 
der Chlorella nicht, sondern beschleunigt sie sogar. LaBt man nun 
0,24 mg Zellsubstanz, suspendiert in 10 ccm Knopscher Lésung, eine 
Stunde lang im Dunkeln atmen, zentrifugiert dann und fiigt zu dem 
Zentrifugat Titanschwefelsiure, so /fdllt die Reaktion negativ aus, ob- 
wohl das Titan weniger als den hundertsten Teil der nach dem 
Sauerstoffverbrauch berechneten Wasserstoffperoxydmenge anzeigen 
wiirde (vgl. Tabelle IV). 

Tabelle 1V. 


Atmung der Chlorella in Blausiure. 20°. Gasraum Luft. Dunkel. 
Im Einsatz keine Kalilauge’). 





Chlorella, Trockengewicht . . 24 mg 24 mg 
Phosphatfreie Knopsche Lésung 10 ccm 10 ccm 
’ m/100 


In bezug auf HCN ..... 
Volemina, com '.....2- 


vp = 10 vy = 20 UP 10 vy 19 


ko, = 189 kco, = 274 | ko, = 141 kco, = 2.0 


GefaBkonstanten ...... 
Beobachtete Druckanderung in mm 
h h 
Nach 80 Minuten .. . — 28 — 67 
O, verbraucht, cmm .. | 162 380 
O, verbraucht, Mole . 0,73 x 10-5 1,7 x 10-5 
Titanreaktion in 10 cem 
Zentrifugat ... .|| negativ negativ 
Empfindlichk. d. Titan- 
reaktion in l0cem . 10-7 Mole 10-7 Mole 
Es kann an H, O, héch- «ee 0.6 Proz 
stens entstanden sein 17 x 10-5 : 7 


Hieraus folgt, daB die Traube-Wielandsche Reaktion 
it a 0, == H,0, 
entweder in dem Vorgang der Atmung iiberhaupt nicht erfolgt oder, 
wenn man sich streng an die Tatsachen halten will, héchstens in einem 
fiir die Atmung belanglosen MaBe. 


1) Enthalt der Einsatz keine Kalilauge, so berechnet sich der Sauer- 
stoffverbrauch 20, nach der Formel: 


[ keo,-*o, | 

Zo h| —— i, 

wo ko, und kco, die GefaiBSkonstanten fiir Sauerstoff und Kohlensiiure 
bedeuten, y den respiratorischen Quotienten und h die beobachtete Druck- 


anderung (vgl. O. Warburg, diese Zeitschr. 152, 51, 1924), y kann fiir die 
Atmung der Chlorella gleich —1 gesetzt werden. 








aS 
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7. Entstehung von Wasserstoffperoxyd bei Belichtung der Chlorella. 


Anhangsweise sei iiber Versuche berichtet, bei Belichtung blau- 
siurehaltiger Chlorellen Peroxyd nachzuweisen, das etwa bei der 
Photoreduktion der Kohlensaiure entstehen und durch die Blausdure 
vor weiterem Zerfall geschiitzt werden kénnte. 

Belichtet man Chlorella in phosphatfreier Knopscher Lésung, die in 
bezug auf Blausiure n/100 ist, so tritt in der Tat in die Knopsche Lésung 
reichlich Wasserstoffperoxyd iiber, das sich hier bis zu Konzentrationen 
von n/1000 anhaufen kann'). Eine naihere gasanalytische Untersuchung 
der Erscheinung hat jedoch ergeben, daB es sich nicht um ein Zwischen- 
produkt der Kohlensaureassimilation handelt, sondern um ein Produkt 
der Photooxydation des Chlorophylls. Denn es wird, wihrend sich das 
Peroxyd bei der Belichtung bildet, keine entsprechende Menge Kohlen- 
sdure, sondern eine entsprechende Menge Sauerstoff verbraucht. Die 
Photooxydation des Chlorophylls verlauft also nach der T'raube- 
Wieland schen Gleichung, wie es iiberhaupt scheint, daB unphysiologische 
Oxydationsvorginge, z. B. die Oxydationen in anaerob lebenden Zellen®), 
wenn man sie mit Sauerstoff zusammenbringt, oft Wasserstoffperox yd 
liefern. 


') Deshalb miissen die im vorigen Abschnitt beschriebenen Versuche 
bei AbschluB von Licht ausgefiihrt werden. 

2) Vgl. McLeod und Gordon, Biochem. Journ. 16, 499, 1922; Avery 
und Morgan, Journ. of exper. Med. 39, 275. New York 1924. 








Uber das Vorkommen und Verhalten der Sulfatase 
in menschlichen Organen. 


VI. Mitteilung tiber Sulfatase. 


Von 
L. Rosenfeld (Charkow). 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 24. Januar 1925.) 


Nach den Untersuchungen Neubergs und seiner Mitarbeiter findet 
sich in Mikroorganismen, insbesondere in dem Pilze Aspergillus oryzae, 
ein Ferment vor, das imstande ist, die Atherschwefelsiuren in die Kom- 
ponenten zu zerlegen gemaiB der Gleichung: R.O.SO,K + H,O 

= ROH+ KHSO,. Das Enzym hat wegen dieser Wirkung den 
Namen Sulfatase erhalten (1923). Das Vorkommen der typischen 
aromatischen Atherschwefelsiuren ist auf den Tierkérper beschrankt; 
die im Pflanzenreich beobachteten Schwefelsaureverbindungen besitzen, 
soweit bisher bekannt ist, einen anderen Bau. Die Atherschwefel- 
siuren werden vom tierischen Organismus durch eine Reaktion erzeugt, 
die als eine chemische AbwehrmaBregel bezeichnet werden kann; 
denn im allgemeinen zeigen die gepaarten Atherschwefelsiuren eine 
geringere Giftigkeit als die aromatischen Paarlinge, die sich an ihrem 
Aufbau beteiligen. Schon den Entdeckern der Atherschwefelsiuren, 
E. Baumann und E. Salkowski, war die groBe Bestindigkeit dieser 
Verbindungen gegeniiber biologischen Agenzien aufgefallen, und so ist 
es verstindlich, daB mehr als 40 Jahre verstrichen sind, bis ein auf die 
genannte Kérperklasse eingestelltes Ferment, eben die Sulfatase, auf- 
gefunden worden ist. Die Uberlegung, da® die auf physiologischem 
Wege gebildeten komplexen Verbindungen in der Natur auch wieder 
in ihre einfachen Bestandteile aufgelést werden miiBten, hatte dazu 
gefiihrt, zunachst bei den Mikroorganismen nach der Sulfatase zu 
fahnden; denn es war zu erwarten, daB die mit dem Harn ausgeschie- 
denen gepaarten Schwefelsiuren durch den natiirlichen Kreislauf 
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schlieBlich mit Kleinlebewesen in Beriihrung treten und von diesen 
mineralisiert werden. 

Aber wie so oft, hat die Erfahrung auch in diesem Falle gelehrt, 
daB das Problem schlieBlich einfacher liegt, indem an den Stitten der 
Bildung auch die Agenzien der Zerlegung anzutreffen sind. Wie 
C. Neuberg und E. Simon') bereits gezeigt haben, enthalten tatsichlich 
die tierischen Gewebe, und zwar Leber, Niere, Gehirn und Muskel 
von Kaninchen und Meerschweinchen das Ferment, das Athersulfate 
zerlegt. Die Genannten haben festgestellt, daB die tierische Sulfatase 
auf die Kaliumsalze der Phenolschwefelsiure, p-Kresolschwefelsiure 
und Indoxylschwefelsaure einwirkt. 

Die Bildung der Atherschwefelsiuren als Ausdruck einer anti- 
toxischen Funktion der Organe ist nun von groBer Bedeutung fiir den 
Menschen. Phenol-, p-Kresol- und Indoxyl-schwefelsiure sind regel- 
maBige Bestandteile des normalen Harns. Die im Darmkanal bei 
der EiweiBfiulnis entstehenden Phenole sowie das Indol werden re- 
sorbiert und durch eine entsprechende Umwandlung zu den Ather- 
sulfaten im Kérper entgiftet. Es war daher zu erwarten, dab auch 
im menschlichen Organismus die Sulfatase nicht fehlen wiirde. Unter- 
suchungen hieriiber waren jedoch nicht iiberfliissig; denn es hat sich 
gezeigt, daB fiir den Chemismus selbst hoch entwickelter Tiere, beispiels- 
weise in der Purinreihe, grundsitzliche Unterschiede bestehen, indem 
die Purinbasen beim Menschen und den Menschenaffen zu Harnsiure, 
bei den nicht anthropoiden Affen, beim Hunde und Kaninchen zu 
Allantoin abgebaut werden®). Ahnliche Differenzen machen sich 
bei der Umsetzung Jer Methylpurine*) und der Verarbeitung des 
Guanins‘*) geltend. 

Auf Sulfatase wurden vorliufig folgende menschliche Organe ge- 
prift: Niere, Gehirn, Leber, Duodenum, Nebenniere, Milz, Lunge, 
Muskel, Diinndarm und Pankreas. Die Wirkungsstarke der genannten 
Organe entsprach unter den herrschenden Verhaltnissen der an- 
gegebenen Reihenfolge. Ob dieselbe noch eine Anderung erfahren wird, 
z. B. bei Variation des Milieus, laBt sich nicht voraussagen, zumal 
auch naturgemaiB nur Teile von Leichen untersucht werden konnten, 
die ein ungleiches Alter besaBen und von Personen stammten, die 
verschiedenen Krankheiten erlegen waren. 


1) C. Neuberg und E. Simon, diese Zeitschr. 156, 365, 1925; vgl. C. Neu- 
berg, Die Naturwissenschaften 12, 797, 1924. 

2) W. Wiechowski, diese Zeitschr. 25, 431, 1910; S. J. Tannhauser und 
A. Bommes, H. 91, 336, 1914. 

3) M. Kriiger und P. Schmidt, Ber. 32, 2677, 1899. 

*) A. Schittenhelm, H. 46, 354, 1905; 66, 54, 1910; W.Jones und 
C. R. Austrian, H. 48, 110, 1906. 
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Auffallend ist zunachst die hohe Spaltungskraft des menschlichen 
Gehirns. Es darf im Hinblick darauf daran erinnert werden, dab 
das Gehirn normaliter Atherschwefelsiuren enthalt, die Sulfatide ; 
diese gehéren jedoch einem anderen Typus an als die Athersulfate, 
und es kann deshalb kein Zusammenhang zwischen beiden Tatsachen 
behauptet werden. 

Die Versuchsanordnung wurde folgendermaben gestaltet : 


Fiir 100 cem einer rund I proz. Lésung von phenoliatherschwefelsaurem 
Kalium wurden 20g feuchtes, gut zerkleinertes Organ angewendet. Zur 
Aufrechterhaltung der neutralen Reaktion, die zur Vermeidung unspezi- 
fischer Zersetzungen des Athersulfats erforderlich ist, dienten nach 
C. Neuberg und E, Simon (1. e.) 3g Caleciumearbonat, auBerdem wurden pro 
100 cem Lésung 2 cem Toluol benutzt. Das Gemisch, von dem ifter auch 
ein Mehrfaches der angegebenen Mengenverhiltnisse hergestellt wurde, 
blieb unter haufigem Umschiitteln bei 37° im Brutschrank stehen. Zur 
Kontrolle wurde im Thermostaten gleichzeitig stets eine | proz. Lésung 
von phenoliatherschwefelsaurem Kalium fiir sich digeriert. In keinem Falle 
vermochte ich eine Selbstspaltung des Salzes zu beobachten. 

Weiter wurde zur Kontrolle immer ein Ansatz mit denselben Organen 
gemacht, indem an Stelle der I proz. Lésung von phenolschwefelsaurem 
Kalium einfach Wasser trat. Aus den Organen selbst ging keine in ithnen 
praformierte Atherschwefelsiure in die Lésung iiber. Etwa vorhandene 
anorganische Sulfate stéren nicht, da ich in allen Fillen nicht die Menge 
frei gewordener Sulfat-ionen ermittelte, sondern die Bestimmung des 
ungespalten gebliebenen Quantums Atherschwefelsiiure vornahm. Zu 
diesem Zwecke verfuhr ich folgendermaBen. 

10,0 cem des Gemischs wurden mit 10 ecm alkalischer Barytmischung 
ausgefallt. Das in einem MeBkolben befindliche Gemenge wurde mit Wasser 
auf 50,0 cem gebracht. Nach rund 12stiindigem Stehen wurde abfiltriert 
und in dem klaren, aber manchmal durch Eiwei®B etwas opak getriibten, 
jedenfalls aber von Bariumsulfat freien Filtrat (40,0 cem) durch Kochen 
mit Salzsiiure die restierende Menge ungespaltener Phenolschwefelsiure 
festgestellt. Durch zweistiindiges Kochen auf kleiner Flamme gelang es 
ausnahmslos, das Bariumsulfat in kristallinischer Form zu gewinnen. 
Dasselbe wurde abfiltriert, in gewohnter Weise ausgewaschen und nach 
dem Gliihen zur Wagung gebracht. 

Die erhaltenen Resultate sind in nachstehender Tabelle wieder- 
gegeben. Zu dieser sei noch folgendes bemerkt. 

Aus der Anfangsbestimmung, die unmittelbar nach Herstellung 
des Gemisches von phenolatherschwefelsaurem Salze mit Organ aus- 
gefiihrt wurde, ergibt sich der urspriingliche Gehalt an organisch ge- 
bundener Schwefelsaure. Fortlaufend wird dann zu den in der Tabelle 
angegebenen Zeiten die Abnahme an Athersulfat verzeichnet. Diese 
zeigt den Grad der Spaltung an, der in die Tabelle als Mittelwert von 
je zwei Bestimmungen eingetragen ist. Wie man gewahr wird, ist die 
Zerlegung nach 10 Tagen im wesentlichen abgelaufen und schreitet 
dann in weiteren 8 Tagen verhaltnismaBig langsam fort. Weiter sieht 
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man, dai unter den gewahiten Bedingungen Niere und Gehirn 
einen erheblichen Vorsprung vor den anderen Organen in ihrem 
Hydrolysierungsvermégen besaBen. 

Fiir die Uberlassung der Leichenteile sage ich dem Direktor des 
pathologischen Instituts der Charité sowie des Kreiskrankenhauses 
Lichterfelde besten Dank. Ich bemerke, dab alle Organe von Mannern 
stammten, die teils durch Selbstmord, teils infolge eines Schlag- 


anfalls verstorben waren. 





Prozent. Spaitung von phenolschwefelsaurem Kalium bei 37° nach 


Nr. Organ 
2 Tagen 4 Tagen 6 Tagen 10 Tagen 18 Tagen 
l eh. - + se @-<@ 4,56 14,20 17,20 23.35 26.78 
Zi Gehimm . .. 2s 10,61 17,15 18,76 24,30 26,58 
3 CO a eee 3.76 11.01 15.32 17,22 18.55 
4 Duodenum... —_— 9.65 — 15,34 15.84 
5 Nebenniere ... 2.64 6,22 8.48 11,40 12.43 
Jb _ar — 8,22 _ 11,14 11,14 
i. 2 a 1,05 4,32 3,50( 7) 9.37 11,08 
Gi Memeo. . «+ 1,98 3,97 4,90 5,92 7,55 
9 Diimndarm ... -— 2,76 — 6,90 7,18 
10 Pankreas.... 1.85 2.02 3,17 5,56 5,83 


29 * 





Uber den Chemismus der Salyarsanwirkung in vitro und vivo ‘). 


Von 
Josef Schumacher (Berlin). 
(Eingegangen am 26. Februar 1925.) 


Mit 10 Abbildungen im Text. 


Schon Paul Ehrlich fand bekanntlich, daB Lésungen von intaktem 
Salvarsan auf die Spirochaten in vitro keinen abtétenden Einflub 
besitzen. Krantz gelang es sogar, Spirochaten in verdiinnten Neo- 
salvarsanlésungen zu ziichten. Weiterhin konnte der Nachweis gefiihrt 
werden, daB dieses Verhalten des intakten Salvarsans offenbar darauf 
beruht, daB es von der lebenden Zelle nicht gebunden wird. 


Versuch 1. Man versetzt 5cem einer l0proz. Hefesuspension*) mit 
der gleichen Menge einer 2 proz. Neosalvarsanleitungswasserlésung, wodurch 
eine lproz. Neosalvarsanlésung auf die Zelle zur Einwirkung kommt. 
Alsdann wird 1 Stunde stehengelassen. Darauf wird in der Zentrifuge 
Neosalvarsan frei gewaschen *), was je nach der verwendeten Menge von 
Hefezellen kiirzere oder langere Zeit erfordert. Spitestens bei der 16. bis 
18. Waschung war die Hefe aber praktisch neosalvarsanfrei geworden. 
Die gewaschene Hefe wurde alsdann mit einigen Kubikzentimetern de- 
stillierten Wassers aufgeschiittelt und mit der gleichen Menge I proz. 
ammoniakalischer Ag N O,-Lésung *) versetzt. 


') Aus einem Vortrag, gehalten am 17. November 1924 vor der Berl. 
Mikrobiol. Ges.: ..Uber die chemische Zusammensetzung des Bakterien- 
kerns und zur Chemie cer Desinfektion*. 

2) 10 ¢ kaufliche Hefe wurden in der Reibschale vorsichtig mit 90 cem 
destillierten Wassers zu einer gleichmaBigen Suspension verarbeitet. Wurde 
an Stelle von destilliertem Wasser physiologische Kochsalzlésung genommen, 
so waren die Versuchsergebnisse ungefahr die gleichen. 

3) Probe mit ammoniakalischer Ag N O,-Lésung oder mit Osmiumsaure. 

*) Ig AgNO, wurde in 5ccm destillierten Wassers gelést und so lange 
tropfenweise Ammoniak zugegeben, bis gerade Auflésung des Nieder- 
schlags erfolgte. Darauf wurde mit Aqua dest. auf 100 aufgefiillt. Das sonst 
zum Neosalvarsannachweis verwendete Albargin habe ich hier absichtlich 
vermieden, da es schon eine braune Eigenfarbe besitzt und die Beurteilung 
der eventuell eintretenden Braunténung der Hefesuspension dadurch 
méglicherweise beeintrachtigt worden wire. 
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Resultat: Die zuriickgebliebene Hefe war, makroskopisch be- 
trachtet, leicht hellbraun gefarbt (Abb. 10)'). Im hangenden Tropfen 
untersucht, findet man ungefihr ein Drittel aller Hefezellen tie braun 
gefarbt, die iibrigen Zellen aber absolut farblos, wie unvorbehandelte 
Hefezellen. Streicht man die so gewonnene Hefe auf Objekttriger aus, 
fixiert in der Flamme und farbt ganz kurz mit einer Malachitgriin- 
lésung 1 : 10000 nach, so findet man, wie wir gleich noch sehen werden, 
alsdann die toten Hefezellen tief schokoladenbraun gefirbt, die ehemals 
lebenden Zellen, die inzwischen durch die Behandlung mit ammoniaka- 
lischer Silbernitratlésung abgetétet worden sind, hellgriin §tingiert, 
wodurch wir gleichzeitig eine Methode in der Hand haben, in einer 
Kultur jeweils die Menge der bereits abgestorbenen und noch lebenden 
Keime festzustellen®*). 

In einem weiteren Versuch wurde zu beweisen versucht, daB die 
sich in Versuch 1 tiefbraun farbenden Exemplare wirklich tote Hefe- 
zellen waren. 

Versuch 2. Zu diesem Zwecke werden die Hefezellen zuvor mit Alkohol 
abgetétet und alsdann mit Neosalvarsan behandelt, wie im vorigen Versuch 
die lebenden Hefezellen. Es waren alsdann erhebliche Unterschiede zu 
konstatieren. Einmal lieB sich solche abgetétete Hefe schwerer neosalvarsan- 
frei waschen als die lebenden Zellen, des weiteren war des Zentrifugat 
nach der Behandlung mit der AgNO,-Lésung nicht farblos bis hellbraun, 
sondern dunkelbraun gefarbt. Mikroskopisch waren alle Zellen tief schoko- 
ladenbraun tingiert, woraus wir den Schlu8 zichen kiénnen, daB die in ge- 
wohnlichen Kulturen das Neosalvarsan bindenden Zellen tatsichlich ab- 
gestorbene Exemplare sind. , 

Wahlit man zu dem gleichen Versuch statt des Neosalvarsans 
eine mit destilliertem Wasser bereitete und alkalisierte Altsalvarsan- 
lésung 1: 500, so erhalt man ahnliche Befunde. Nur findet man hier 
die mit Salvarsan behandelte Hefe meist etwas brauner gefarbt als 
bei dem entsprechenden Neosalvarsanversuch (Abb. 8). Anfiinglich 
alkalisierten wir die Altsalvarsanlésungen aus der Hand, indem wir 
so viel 15proz. Natronlauge zugaben, bis die ausgefillte Base wieder 
in Lésung gegangen war. Da wir aber hierbei auch manchmal Hefe 
erhielten, die nach der Salvarsanbehandlung etwas brauner gefiarbt 
war, manchmal auch heller braun wurde als bei einem anderen ent- 


1) Die Braunténung der Hefe war bei verschiedenen Neosalvarsan- 
proben nicht immer die gleiche. Sie schwankte von beinahe farblos bis 
hellbraun. Bei Verwendung von destilliertem Wasser zur Bereitung der 
Neosalvarsanlisung ist die Hellbraunténung der Hefe noch viel geringer, 
da durch die Caleiumgegenwart im Leitungswasser bereits etwas Base in 
Freiheit gesetzt wird und diese von den Zellipoiden aufgenommen wird, 
worauf weiter unten noch zuriickgekommen wird. 

2) Demonstriert auf der Wiirzburger Mikrobiologentagung, Juni 1922. 
Centralbl. f. Bakt., Abt. I, Orig. 89, 207. 
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sprechenden Versuch und wir uns zuerst diesen differenten Versuchs- 
ausfall nicht erklaren konnten, gingen wir genauer vor. Dabei zeigte 
sich, daB man sowohl verschiedene Resultate erhalt, wenn man selbst 
gleiche Mengen Natriumhydroxyd nimmt, sofern man dieses einmal 
der Altsalvarsanlésung in einem Zuge, das andere Mal tropfenweise 
zusetzt'), als auch, wenn man etwas AlkaliiiberschuB anwendet. Je 
mehr das Alkali dominierte, um so heller braun waren die mit diesen 
Salvarsanlésungen behandelten Zellen. 


Versuch la. Man gibt zu 50ccm Altsalvarsanlisung 1: 500 die 
erforderliche Menge liproz. NaOH (0,19 ¢em) auf einmal, schiittelt um 
und gibt darauf 50 cem 10proz. wiisseriger Hefesuspension zu. Nachdem 
1 Stunde stehengelassen wurde, zentrifugiert man die Hefe ab und wascht 
sie 15mal in der Zentrifuge mit destilliertem Wasser ordentlich aus. 
Schiittelt man alsdann die Hefe mit 5 cem Wasser auf und gieBt die gleiche 
Menge lproz. ammoniakalischer Silbernitratlésung zu. so wird die Hefe 
dunkelbraun. Mikroskopisch erkennt man den gréBten Teil der Hefezellen 
jarblos, wei8, einen kleinen Teil hellbraun tingiert und die wenigen toten 
Exemplare tiefbraun gefirbt. 

Versuch 1b. Verfihrt man hierbei wie in Versuch 1 a_ beschrieben 
und gibt der Altsalvarsanlésung aber tropfenweise langsam das Natrium- 
hydroxyd zu, bis gerade die Base maximal ausgefallen ist, und bringt sie 
alsdann durch weiteren Zusatz von Natriumhydroxyd wieder in Lésung, 
so ergibt sich beziiglich der Hefe sowohl makroskopisch als auch mikro- 
skopisch kaum ein Unterschied. Dennoch enthilt diese Hefe etwas mehr 
Salvarsan gebunden als in Versuch la, wie sich aus der Priifung der von 
der Hefe abzentrifugierten Fliissigkeit noch ergibt. Aber auch hier ist der 
gréBte Teil der Hefezellen mikroskopisch ungefirbt und erscheint absolut 
weiB. j 

Versuch Ic. Wie Versuch 1a, nur wurden der Altsalvarsanlésung 0,28cem 
l5proz. NaOH hinzugegeben. Bei diesem kleinen AlkaliiiberschuB wird 
von der Hefe weniger Salvarsan gebunden als in den beiden anderen Ver- 
suchen, was sich einmal dadurch zeigt, daB diese Hefe nach der Behandlung 
mit ammoniakalischer Silbernitratlésung nur helJbraun wird und auch 
die von der Hefe abzentrifugierte Salvarsanlésung mehr Salvarsan enthilt 
als in den beiden ersten Fallen. Mikroskopisch sind hier die meisten Hefe- 
zellen absolut farblos, weiB, ein kleiner Teil ganz schwach hellgelb, die 
toten Exemplare aber ebenfalls tiefbraun. 


Verdiinnt man die mit der Hefesuspension urspriinglich vermischte 
Salvarsanlésung nach Abzentrifugieren der Hefezellen mit etwa der 
drei- bis fiinffachen Menge destillierten Wassers und gibt ammoniaka- 
lische Silbernitratlésung hinzu, so erkennt man an der verschieden stark 
auftretenden Braunfirbung der Altsalvarsanlésung (durch Reduktion 
des Silbernitrats), daB in Versuch 1c am wenigsten Salvarsan gebunden 


1) Es ist ja bekannt, daB man im letzteren Falle etwas mehr Natrium- 
hydroxyd gebraucht zur Alkalisierung der Altsalvarsanlésung als wenn man 
dies in einem Zuge zusetzt. 
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vorgefunden wurde, am meisten in Versuch lb. Eine Mittelstellung 
nimmt Versuch la ein. 

Die lebende Zelle tritt also offenbar mit dem intakten Salvarsan- 
molekiil nicht in chemische Reaktion, mit Ausnahme vielleicht der wenigen 
hellbraun gefirbten Zellen, die einen anderen chemischen Aufbau 
besitzen miissen, wie die gréfere Anzahl der Hefezellen, von denen 
sie sich offenbar nur deshalb unterscheiden, weil sie sich in einem 
anderen Entwicklungsstadium befinden. Dies zeigt sich auch in einem 
verschiedenen Verhalten beider Zellarten bei der Zellfirbung. Ferner 
miissen wir aber beriicksichtigen, daB dennoch Prozesse physikalisch- 
chemischer Natur bei der Einwirkung der Salvarsanlésungen auf die 
Hefe auftreten kénnen. Etwa adsorbiertes Salvarsan oder Neosalvarsan 
wird aber ebenfalls aus dem allergréBten Teil der Zellen durch das 
Waschwasser entfernt, sonst miiBte ja eine Braunung aller Zellen bei 
der Nachbehandlung mit Silbernitrat eintreten. Auch einem weiteren 
Punkte diirfen wir unser Augenmerk nicht verschlieBen. Es wire auch 
der Fall denkbar, daB es zu einer chemischen Reaktion von Zellbestand- 
teilen mit dem Neosalvarsan gekommen wire und da diese an sich 
in Wasser unléslichen Zellbestandteile nach ihrer Verbindung mit 
den Saivarsanen als wasserlésliche Produkte die Zelle verlassen hitten 
und auf diese Weise eine Schidigung dieser erfolgt wire’). 


Aus den Versuchen mit den Altsalvarsanlésungen kann man 
weiterhin den SchluB ziehen, daB um so mehr Altsalvarsan von den 
Zellen gebunden wird, je weniger das Phenolat in diesen Altsalvarsan- 
lésungen vorherrscht, je niher man also dem Punkte kommt, wo die 
freie Salvarsanbase liegt®). Die mangelhafte Einwirkung des Salvarsans 
auf die Spirochiten und andere Mikroorganismen in vitro erklart 
Ehrlich bekanntlich damit, daB das Salvarsan im Kérper erst oxydativ 
umgewandelt werden miisse. 


Die Ergebnisse unserer Untersuchungen, die wir in den letzten 
10 Jahren angestellt haben und die an anderer Stelle ausfiihrlich 
publiziert werden*), ergaben kurz folgenden Tatbestand: Wiahrend 


1) Bei anderer Gelegenheit konnte ich aus Suspensionen von allerdings 
abgetéteten Thymusieucocyten in Neosalvarsan aus den Filtraten neo- 
salvarsanhaltige Nucleoproteide isolieren. . 

2) Dieser letztere Befund wurde aber erst erhoben, nachdem langst 
beobachtet worden war, daB nur die freie Salvarsanbase elektiv von allen 
Zellen gespeichert wird, welche Tatsache wir nach der Durchsaugung der 
Luft durch die Altsalvarsanlésungen gefunden hatten. Erst als die Ver- 
suche mit den Altsalvarsanlésungen nicht mehr gleichmaBig ausfielen, 
wie oben schon betont, wurden diese Verhiltnisse noch n&aher untersucht. 

%) Arch. f. Dermat. u. Syph. 1925. Worauf beruht die spezifisch 
spirillocide Wirkung des Salvarsans ? 
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eine frisch bereitete Salvarsanlésung von dem Gros der lebenden Hefe- 
zellen nicht gebunden wird, wie bereits betont, geschieht dies aber, 
wenn man eine Salvarsanlésung nimmt, die langere Zeit an der Luft 
gestanden oder durch die man einen nicht zu schwachen Luftstrom 
durchgeleitet hatte’). 


Versuch 3. Man list 0,3 Altsalvarsan in 300 cem destillierten Wassers 
und gibt tropfenweise so viel liproz. Natronlauge hinzu, bis die sich 
abscheidende Base gerade wieder gelist hat. So hergestellte Altsalvarsan- 
lésungen, durch die mit der Saugpumpe 1% Stunden lang Luft durch- 
gesaugt worden war, wobei sie sich triibten, wurden alsdann gut auf- 
geschiittelt auf die friiher beschriebene Weise 1 Stunde lang auf lebende 
Hefezellen einwirken gelassen. Darauf wurden die Zellen wieder in der 
Zentrifuge salvarsanfrei gewaschen. Hierbei zeigte sich meistens, da8 der 
Niederschlag verschwunden war, offenbar sich im Zellinhalt gelist hatte. 
Die von den Zellen abzentrifugierte Fliissigkeit reduzierte meist gar nicht 
mehr sofort, sondern briunte sich erst nach langerer Zeit noch etwas. Der 
gréBte Teil des Salvarsans war also von den Zellen offenbar gebunden 
worden. Alsdann wurde mit ammoniakalischer Silbernitratlésung versetzt. 
Dabei zeigte sich jetzt im Gegensatz zu der hellbraun gefirbten, mit 
intaktem Salvarsan behandelten Kontrollhefe, daB die Hefe jetzt tie/ 
schwarzbraun wurde, offenbar ganz bedeutend gréBere Mengen eines 
Salvarsanumwandlungsprodukts gebunden enthielt, als die Kontroll- 
hefe, womit der obige Befund nur mehr geringer Salvarsanmengen in 
der abzentrifugierten Fliissigkeit korrespondierte. Mikroskopisch sind 
jetzt alle Hefezellen, im Gegensatz zu der Kontrolle, tiefbraun ge- 
fiirbt (Abb. 9). 

Durch die Berithrung mit der Luft ist also ein Umwandlungs- 
produkt des Salvarsans entstanden, das jetzt eine grofe Affinitat zur 
lebenden Zelle besitzt. Es wurde damals in erster Linie an ein Oxy- 
dationsprodukt gedacht, was aber nicht den Tatsachen entspricht. 
Offenbar wird zuerst durch die Einwirkung der Kohlensaure der Luft 
das vorhandene Phenolat?) zersetzt, wodurch die freie Salvarsanbase 
ausfillt, worauf alsdann erst sofort die Oxydationsprozesse der aus- 
gefallenen Salvarsanbase einsetzen, die bekanntlich noch leichter 
oxydabel als das Dichlorhydrat ist, was man auch an der schmutzig 
griinlichen Verfarbung erkennt, die der Niederschlag nach einiger Zeit 
annimmt. Fernerhin machte ich schon vor einigen Jahren die Beob- 
achtung*), daB frisch bereitete Salvarsanlésungen dennoch von den 


lebenden Zellen in mehr oder minder hohem Grade gebunden werden, 
. 


1) Mitgeteilt auf dem KongreB der Deutsch. Derm. Ges. Miinchen 1923. 
Arch. f. Derm. u. Syph. 145, 364, 1924. 

2) Wie jetzt zu beweisen ist: Beim Durchleiten von CO, durch eine 
mit NaOH in das Dinatriumphenolat iibergefiihrte Salvarsanlésung fallt 
sofort die gelbe Base aus. 

3) Mitgeteilt in einer Diskussionsbemerkung zu Jacobssohn, Ver. f. inn. 
Med. Oktober 1921. Deutsch. med. Wochenschr. 1921, S. 1541. 
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wenn man ihnen verschiedene Salze der Alkalien oder Erdalkalien 
zusetzt. 

Versuch 4. Wurde in den weiteren Versuchen das Neosalvarsan, 
ehe es, wie in Versuch 1, zu der Hefesuspension zugegeben wurde, statt in 
Leitungswasser in Iproz. Lésungen von KCl, NaCl, NaHCOs;, CaC,, 
Serum oder nucleinsaurem Natrium gelést, so ergaben sich prinzipielle 
Unterschiede nicht. Auch hier war ein Teil der Zellen tief schokoladenbraun 
geworden, die lebenden Exemplare hatten auch hier kein Neosalvarsan 
gebunden. Doch waren offenbar die Mengen des von den Zellen gebundenen 
Neosalvarsans nicht die gleichen, insofern die toten Zellen am intensivsten 
gebriiunt waren, wenn das Neosalvarsan in Ringerscher Lésung oder in 
Calciumchlorid gelést worden war, was sich auch bereits makroskopisch 
in einer geringeren oder stirkeren Braunfairbung der abzentrifugierten 
Hefe dokumentierte. Gegeniiber den Priiparaten, die gewonnen worden 
waren durch Behandeln mit einer Neosalvarsanleitungswasserlisung, 
ergaben sich aber insofern Unterschiede, als hierbei im hiingenden Tropfen 
auch einige Zellen beobachtet werden konnten, die eine schwache hellbraune 
Farbe angenommen hatten, daher etwas Neosalvarsan gebunden haben 
muBten. 


Fiir beide zuletzt erwihnten Erscheinungen war damals eine Er- 
klarung noch nicht zu geben. In Verfolgung dieser Dinge beobachteten 
wir dann spaterhin, als wir weiterhin einen nicht zu schwachen Luft- 
strom durch eine mit Natronlauge alkalisierte Salvarsanlésung leiteten, 
daB sich die Salvarsanlésung je nach der verwendeten Menge rascher 
oder weniger rasch zu triiben begann. Bei Verwendung von 300 ccm 
l prom. Salvarsanlésung lag dieser Zeitpunkt ungefihr bei 1! Stunden. 
Die Untersuchung dieses Niederschlages ergab, da hierin die freie 
Salvarsanbase vorliegt, nicht etwa ein Oxydationsprodukt des Sal- 
varsans. Dafiir sprach auBer der oben bereits erwihnten Zersetzung 
des in der alkalisierten Salvarsanlésung vorliegenden Phenolats durch 
die Kohlensiure der Luft, die praktisch vorhandene Unldslichkeit 
des Niederschlags in Wasser, seine gute Léslichkeit in Alkohol und 
Alkalien, seine Unldéslichkeit in Benzol, sein Arsengehalt und seine 
Fahigkeit, in hohem Mae in Lecithinather tiberzugehen. Der Nieder- 
schlag unterschied sich in nichts von frisch ausgefillter Salvarsanbase. 
Da wir in unserem erwihnten Vortrag (17. November 1924) den Nach- 
weis erbringen konnten, daB nur solche organischen Substanzen basischer 
Natur von den Mikroorganismenzellen elektiv gebunden werden und 
dadurch eine Desinfektionswirkung zustande kommt, die stdrker lipoid- 
bzw. lipoproteid- als wasserléslich sind und die Salvarsanbase praktisch 
wasserunléslich ist, die Hefezelle aber sowohl als auch die Spirochaeta 
pallida ein Lipoproteid') enthalten, so war vorauszusehen, dab beide 


1) Schumacher, Dermat. Wochenschr. 79, Nr. 46, 1924. Siehe auch 
ebendaselbst Nr. 45 und 47. ' 
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Mikroorganismen, die das intakte Salvarsan nicht zu binden vermégen, 
in hohem Grade die fast wasserunlésliche Salvarsanbase elektiv zu 
speichern vermégen. Das ist der Fall. 


Versuch 5. Zentrifugiert man die aus einer Altsalvarsanlésung durch 
geeignete Zugabe von NaOH gerade ausgefallte und mit destilliertem Wasser 
gewaschene Salvarsanbase ab, bringt sie mit einer wisserigen Hefesuspension 
zusammen, schiittelt mehrmals und 1l4Bt 2 bis 3 Stunden stehen, wascht 
darauf ordentlich mit destilliertem Wasser nach und behandelt alsdann 
die Zellen mit ammoniakalischer Silbernitratlésung, so braunen sich die 
Zellen stark, als Zeichen, da sie gréBere Mengen der Salvarsanbase ge- 
bunden haben. Mikroskopisch sind alle Zellen braun gefirbt (Abb. 9). 


Da uns keine gréBeren Zellmengen bei der Spirochaeta pallida 
zur Verfiigung stehen, kénnen wir diesen Versuch an der Syphilis- 
spirochate in vitro nicht wiederholen'). Wir konnten aber das grobe 
Lésungsvermégen der Syphilisspirochaten fiir praktisch wasserunlésliche, 
aber stirker lipoproteid- als wasserlésliche Kérper sehr schén am 
Beispiel der Viktoriablaubase demonstrieren. 


Versuch 6. Man versetzt 10 cem einer lproz. wasserigen Lésung von 
Viktoriablau B mit 4% cem 10proz. Sodalésung und wiischt die ausgefiillte 
Base auf dem Filter ordentlich mit destilliertem Wasser. Darauf verreibt 
man auf dem Objekttriiger etwas Hefe mit einem Tropfen Wasser und gibt 
mit der Platinése etwas von der dunkelrotbraunen Base hinzu und macht 
einen hingenden Tropfen. Man erkennt alsdann, daB sich die Hefezellen 
langsam blau farben und nach 24 Stunden fast simtlich tief blau gefarbt 
erscheinen. Nimmt man statt Hefe rekurrenz- oder trypanosomenhaltiges 
Mauseblut, das man mit etwas Viktoriablaubase verreibt, so bleiben Serum 
und rote Blutkérperchen ungefirbt. Nach einiger Zeit erkennt man nur das 
lipoproteidhaltige Protoplasma der weiBen Blutkérperchen und die Parasiten 
blau gefirbt. 

Infolge ihres Lipoproteidgehalts miissen die Syphilisspirochaten 
nach Verreiben von etwas Reizserum mit frisch ausgefallter Viktoria- 
blaubase diese elektiv speichern. Sie firben sich alsdann blau, wenn 
auch ihrer Zartheit wegen nicht so intensiv wie die gréberen Rekurrens- 
spirochiten. Die Blaufarbung beruht auf einer Salzbildung zwischen 
der Spirochatenlipoidsiure einerseits und der dunkel rotbraun gefarbten 
Viktoriablaubasé andererscits. Wir miissen daher unseren bereits 


1) Hier muB aber eine Beobachtung von Krantz (Miinch. med. Wochen- 
schrift 1922, S. 586 und 1598, ferner Schumacher, ebendaselbst 1923, 8. 531) 
trwihnung finden. Krantz priifte bekanntlich das Verhalten der Syphilis- 
spirochiiten auf ihr Bindungsvermégen fiir Neosalvarsan mit der von mir 
fiir die Darstellung der Leucocytenkerne angegebenen Neosalvarsan- 
Albarginmethode. Er fand dabei, daB bei Verwendung alterer Neosalvarsan- 
lésungen eine intensivere Braunung der Spirochaéten zustande kam als 
bei Verwendung von frisch bereiteter Neosalvarsanlésung. Auch er glaubte, 
ebenso wie ich seinerzeit und wie simtliche Forscher seit Ehrlich, ein Oxy- 
dationsprodukt des Neosalvarsans hierfiir verantwortlich machen zu miissen. 





SS SS SS ha 





Chemismus der Salvarsanwirkung in vitro und vivo. 445 


anderenorts niedergelegten vier Anforderungen'), die wir an ein brauch- 
bares Chemotherapeutikum gegen Lues stellen miissen, eine fiinfte 
hinzufiigen: Das Mittel oder sein Umwandlungsprodukt in vivo muB 
in héherem Grade sich in den Zellipoproteiden zu lésen vermégen 
als in Wasser. 

Die elektive Speicherung der Salvarsanbase durch die Spiro- 
chaeta pallida kénnen wir aber am Tierkérper demonstrieren. —In- 
jizieren wir einem, mit Primiraffekt behafteten Tiere oder Menschen 
eine nicht zu kleine Salvarsandosis intravenés, machen uns dann nach 
einiger Zeit (nicht vor Ablauf einer Stunde) ein Spirochitenpraparat 
und behandeln dieses mit Osmiumsiaure (Lennhoff) oder ammoniaka- 
lischer Silbernitratlésung nach (Schumacher), so briiunen bzw. schwarzen 
sich die in dem Praparat vorhandenen Spirochiten. Das Verdienst, 
diese Tatsache zuerst demonstriert zu haben, gebiihrt bekanntlich 
Lennhoff*). Behandelte er in einem anderen Falle Ausstriche des spiro- 
chatenhaltigen Reizserums syphilitischer, mit Salvarsan injizierter 
Kaninchen mit einem Gemisch von Ferricyankalium und Eisenchlorid, 
so konnte er infolge der reduzierenden Eigenschaften des von den 
Spirochiten gespeicherten Arsenobenzolderivats eine ,,Metallimpri- 
gnation’ der Krankheitserreger erzielen. 


') Arch. f. Derm. u. Syph. 145, 364 und ,,Zur Stovarsolfrage**, Dermat. 
Wochenschr. 79, 1119/20. Wir verlangten dort auf Grund unserer Unter- 
suchungen iiber die Wirkung des Salvarsans, daB ein Chemotherapeutikum 
gegen Lues zumindest folgenden Anforderungen geniigen muB: 

1. Das Mittel mu8 imstande sein, mit der lebenden Spirochatenzelle 
in Reaktion treten zu kénnen, mindestens mu aber sein Umwandlungs- 
produkt in vivo dazu befahigt sein. 

2. Das Mittel muB sauerstoffraubende Eigenschaften besitzen, auf den 
Ablauf oxydativer Synthesen also hemmend einzuwirken vermégen, um 
dadurch die natiirlich vorhandenen Unterschiede im chemischen Aufbau 
der Kérper- und Spirochitenzelle nach Méglichkeit therapeutisch aus- 
niitzen zu kénnen. Es muB also gerade eine entgegengesetzle Wirkung ent 
falten wie die indirekt wirkenden Metallsalze. 

3. Sofern seine Wirkung auf der Sauerstoffentzichung beruht, besitzt 
es zweckmaéBig hochgradig reduzierende Eigenschaften, durch die die oben 
genannte Wirkung verstirkt wird. Da die Sauerstoffentziehung, die die 
Arsenogruppe bei ihrer eintretenden Oxydation bewirkt, erfahrungsgemaB 
bereits zur Abtétung der Pallida ausreicht, sind starke reduzierende Eigen- 
schaften eines Arsenpriiparates keine conditio sine qua non. 

4. Das Mittel mu8 méglichst ein Kérper vorwiegend basischer Natur 
sein, darf also mehr oder minder stark saure Gruppen (carboxylierte, 
sulfurierte oder arsanilierte Kérper) nicht enthalten, weil solehe Praparate 
erfahrungsgema8 eine geringere Affinitaét zu der Spirochiétenzelle besitzen 
als erstere. 

2) Lennhoff, Arch. f. Dermat. 145, 366, 1924. 








446 J. Schumacher: 


Wir haben nun den Nachweis zu fiihren, daB die Spirochiten 
nach einer Salvarsaninjektion die Salvarsanbase gebunden enthalten. 
Aus dem Salvarsan: 


As=————=As 
CIH. HN.) NH,. HCl 
OH OH 
kénnen im Korper entstehen: 
2. das p»Oxy«m-amino- 3. die p»Oxy-m-amino- 
1. die Salvarsanbase phenylarsinoxyd phenylarsinsaure 
OH 
As As As—-O AsO 
Js ‘ OH 
H,N. \ NE, | INH, NH, 
OH OH OH OH 


Aus unseren Untersuchungen tiber Beziehungen zwischen chemischer 
Konstitution und pharmakologischer Wirkung geht andererseits hervor, 
daB mit der Verinderung der chemischen Konstitution gleichzeitig 
auch die physikalischen. Eigenschaften eines Kérpers weitgehend 
beeinfluBt werden, daB in erster Linie durch Einfiihrung saurer Gruppen, 
beispielsweise einer —COOH- oder —SO,H-Gruppe, die Lipoid- 
léslichkeit ganz erheblich abnimmt bzw. verschwindet. 

Versuch 7. Fuchsin, das sich beim Schiitteln mit einer 4% proz. Lecithin- 
atherlésung als auBerordentlich stark lipoidléslich erweist, verliert diese 
Eigenschaften in dem —SO,-Gruppen tragenden Séurefuchsin, dem- 
entsprechend zeigt Fuchsin schwach antiseptische Eigenschaften, die dem 
Saurefuchsin bekanntlich fehlen'). 


1) Die Lipoidléslichkeit des Fuchsins und die Lipoidléslichkeit des 
Saurefuchsins waren schon Ehrlich und Overton bekannt, auch Hisenberg 
erwahnt sie in einer Arbeit (Centralbl. f. Bakt. 71, 471, 1913). Nach 
Hailer spielt die chemische Konstitution bei anorganischen und organischen 
Stoffen im iibrigen eine Rolle nur insofern sie das physikalische Verhalten 
des Stoffes in der Lésung, namlich die Quellwirkung, Oberflaichenspannung, 
Lipoidléslichkeit, katalytische Kraft beeinfluBt. Mit der Veranderung der 
chemischen Konstitution wird daher, ebenfalls nach unseren Untersuchungen, 
gleichzeitig auch die physikalische Eigenschaft eines Korpers verindert. 
Die zwischen chemischer Konstitution und pharmakologischer Wirkung 
eines Stoffes beobachteten Zusammenhinge sind daher gréBtenteils Be- 
ziehungen zwischen den physikalischen Eigenschaften dieses Stoffes und 
seiner pharmakologischen Wirkung. Bisher ist aber meines Wissens noch 
nicht darauf hingewiesen worden, daB die Carborylierung oder Mono- 
sulfurierung eines organischen Stoffes der aromatischen Reihe die Lipoid- 
léslichkeit desselben verringert, eine mehrjache Sulfurierung diese aber 
vernichtet und damit parallel gehend auch dessen desinfizierende Eigen- 
schaften beeinfluBt werden. Beispiel: Schwach erhaltene Lipoidléslichkeit 
des monosulfurierten Alkaliblaus 3B, aufgehoben im mehrfach sulfurierten 
Wasserblau. 
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Ahnlich wie durch die Einfiihrung einer —COOH- oder — SO, H- 
Gruppe die Lipoidléslichkeit auch ungefairbter Verbindungen (Phenol) 
herabgesetzt wird, schwindet diese auch durch eine Arsanilierung des 
Phenols. Aus diesem Grunde ist die p-Oxy-m-aminophenylarsinsaure 
fast absolut lipoidunléslich: geworden, wovon man sich tiberzeugen 
kann, wenn man ihre wasserige Lésung mit Lecithinather schiittelt 
und mit ammoniakalischer Silbernitratlésung versetzt. Infolge ihrer 
Lipoidunléslichkeit wird die p-Oxy-m-aminophenylarsinsiure auch 
nicht mehr von den Lipoproteiden der Spirochaten in vitro gebunden, 
weshalb ihr auch ebenda eine spirochatocide Wirkung fehlt und fehlen 


mup. 


Versuch 8. Man bereitet sich zu diesem Versuch eine wisserige Lésung 
des Natriumsalzes der p-Oxy-m-aminophenylarsinséure, indem man 2g 
der Siure zu 100 cem Wasser gibt und einen geringen UberschuB iiber die 
berechnete Menge Natriumhydroxyd hinzufiigt, damit schwach alkalische 
Reaktion vorhanden ist. Bringt man nun zu einer l0proz. wiisserigen 
Suspension von Hefezellen die gleiche Menge der Lésung des eben her- 
gestellten Natriumsalzes oder die gleiche Menge einer gesattigten, wiasserigen 
Lésung der freien Saure, laBt 1 Stunde stehen und wascht alsdann ordent- 
lich in der Zentrifuge, so reduzieren die Hefezellen nicht mehr im geringsten 
ammoniakalische Silbernitratlésung. Die p-Oxy-m-aminophenylarsinsiure 
als auch ihr Natriumsalz sind zu wenig lipoproteidléslich, um von den 
Lipoidproteiden der Hefezelle noch elektiv aus der wiasserigen Liésung 
heraus gebunden zu werden (Abb. 4 und 5). 


Da andererseits aber die in vivo mit Salvarsan behandelten Spiro- 
chaten eine relativ starke Reduktionskraft erkennen lassen und sich 
braunen bzw. schwarzen bei der Nachbehandlung, so kommt die p-Oxy- 
m-aminophenylarsinsaure als diejenige Substanz, die in den Spirochaten 
in vivo gebunden wird, nicht in Frage. DaB das Salvarsan als solches 
hierfiir nicht in Frage kommt, haben wir schon bewiesen, da es als 
intaktes Molekiil, d. h. als das Dichlorhydrat der Salvarsanbase mit 
den lebenden Spirochiten- und Hefezellen nicht in Reaktion tritt. 
Per exclusionem bleiben dahéer nur zwei Substanzen iibrig, die nach 
der Umwandlung des Salvarsans im Korper an die Spirochiten ge- 
bunden sein kénnen, das p-Oxy-m-aminophenylarsinoxyd und die 
Salvarsanbase. Wir haben weiterhin auszuschlieBen, daB das p-Oxy- 
m-aminophenylarsinoxyd in vivo bereits zu einer Zeit entsteht, ehe 
die Spirochaten mit dem Salvarsanumwandlungsprodukt in Reaktion 
getreten sind, wie das bisher allgemein angenommen wurde. 


Versuch 9. Wir behandeln in vitro vorerst lebende Hefezellen mit 
einer Iproz. Lésung von p-Oxy-m-aminophenylarsinoxyd, waschen sie 
nach Ablauf | Stunde in der Zentrifuge ordentlich bis zum Verschwinden 
der Reaktion (Priifung der reduzierenden Wirkung mit ammoniakalischer 
Silbernitratlésung) und geben ammoniakalisches Silbernitrat alsdann zu 
den Zellen hinzu. 
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Abb. 1. 20.ccm einer gesattigten, wasserigen Losung von p-Oxy-m-aminophenylarsinsaure wurden 
mit der gleichen Menge |), proz. Lecithinatherlésung | , Stunde lang im Schiittelapparat geschittelt. 
Darauf wurde in cinem Zentrifugenréhrchen zu etwa 8ccm der so erhaltenen Flissigkeit 2ccm 
ammoniakalische Silbernitratlosung gegeben und die Flussigkeiten durch Zentritugieren getrennt. Der 
Ather ist farblos (hellgelb, was der Eigentarbe des Lecithinathers entspricht) geblieben, als Zeichen, 
dafs keine reduzierende Substanz in ihn thbergegangen ist. Zwischen der wasserigen Flussigkeit 
und dem Ather hat sich eine Emissionsschicht eingeschoben. (Zeichnung der Abb. 1 bis 3 kurze 
Zeit nach dem Zentritugieren.) 


Abb. 2. Gewonnen nach der Versuchsanordnung der Abb. 1, nur unter Verwendung einer 1 proz. 
wasserigen Losung des Vatriumea/zes der erwahnten Arsinsaure, bei schwach alkalischer Reaktion. 
Ather tarblos, wasserige Fliissigkeit infolge Reduktion grauschwarz verfarbt. 


Abb. 3. Ebentalls gewonnen nach der Versuchsanordnung der Abb. 1, aber unter Verwendung 
= Mengen 1 proz. wasseriger Lésung von p-Oxy-m-aminophenylarsinory und |)» proz. 
ecithinather. Der Ather ist hier braunlich geworden, als Zeichen, daf reduzierende Substanz, 
die hier nur auf das erwahnte Arsinoxyd bezogen werden kann, in den Ather bergegangen ist. 


Abb. 4. Kaufliche frische Backerhefe wurde im Verhaltnis 1 : 10 mit einer wasserigen gesattigten 
Lésung von peOxysm-aminophenylarsinsaure zu einer gleichmaBigen Suspension in der Reibschale 
verarbeitet und einige Zeit stehengelassen. Darauf wurden in der eoadiess die Hetezellen 
15mal mit Aqua dest. gewaschen. Alsdann wurde die Hete mit etwa 4ccn destillierten Wassers 
aufgeschittelt und die gleiche Menge 1 proz. ammoniakalischer Silbernitratlésung zugegeben. Dic 
Hele. bleibt farblos, als Zeichen, daf sie keine p-Oxysm-aminophenylarsinsdéure gebunden hat, 
anderenfalls sie nach einiger Zeit durch Reduktion sich hatte braun tarben miissen. (Zeichnung 
4 bis 10 angefertigt vor der Sedimentierung der Hefe.) 


Abb. 5. Gewonnen nach der Versuchsanordnung der Abb. 4, nur unter Verwendung des Natrium- 
salzes der p»Oxy-m-aminophenylarsinsaure bei schwach alkalischer Reaktion. 


Abb. 6. Ebenfalls gewonnen nach Versuchsanordnung von Abb. 4, aber unter Verwendnng einer 

1 proz. Lésung von p-Oxy-m-aminophenylarsinory/. Die Hefe ist hellbraun geworden, als Zeichen, 

daf sie etwas psOxysm-aminophenylarsinoxyd gebunden enthalten muf, dessen Gegenwart sich 

durch die eintretende Verfarbung, die «ut ciner Reduktion des Silbernitrats beruht, verrit. (Der 

der Abb. 4 bis 6 zugrunde liegende Versuch fallt ebenso aus, wenn man die Lésungen der 

freien Saure, ihres Natriumsalzes und des Arsinoxyds auch zu einer 10proz. wasserigen Hete- 
suspension zugibt.) 


Abb. 7. Derselbe Versuch, der der Abb. 6 zugrunde liegt. nur unter Verwendung des erwahnten 
Oxyds in einer Verdiinnung | : 10000. 


Abb. 8. Zu 50 ccm alkalisierter Altsalvarsanlésung (auf 0,3 g Altsalvarsan kamen 0,57 com 15proz. 
otfizinelle Natronlauge) 1 : 500 wurde die gleiche Menge 10proz. wassseriger Hefesuspension ge- 
gegeben und cine Stunde stehengelassen. Die Hete wurde alsdann 15mal in der Zentrituge 
ewaschen, mit einigen Kubikzentimetern destillierten Wassers aufgeschittelt und mit der gleichen 
Menge ammoniakalischer Silbernitratlésung versetzt. Die Hefesuspension ist braun geworden, als 
Zeichen, daf etwas Altsalvarsan gebunden worden sein mu. Mikroskopisch erkennt man aber 
nur die toten Hefezellen tiefbraun, die lebenden absolut farblos, einige Exemplare schwach hell- 
braun gefarbt 


Abb. 9% Aus einer alkalisierten Altsalvarsanlésung eben durch die berechnete Menge 15proz. 
Natronlauge ausgefallte Salvarsanbase wurde in der Zentrituge mehrmals griindlich gewaschen, 
abzentritugiert und mit einer 10 proz. wasserigen Hetesuspension aufgeschittelt und drei Stunden 
stehengelassen. Wahrend dieser Zeit wurde mehrmals aufgeschiittelt. Daraut 15maliges Waschen 
mit destilliertem Wasser und Versetzen mit der gleichen Menge 1 proz. ammoniakalischer Silbers 
nitratlésung. Die Hete ist tief schwarzbraun geworden, als Zeichen, da sie grofe Mengen der 
Base gelést und gebunden hat. Mikroskopisch sind alle Hefezellen braun getarbt, im Gegensatz 
zu den mikroskopischen Befunden bei Abb. 8. 


Abb. 10. Dieselbe Versuchsanordnung wie bei Abb. 8, nur unter Verwendung gleicher Teile einer 
2 proz. Lésung von Neosalvarsan in destill Wasser und 10proz. Hefesuspension. 
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Es tritt nur eine geringe Briunung der Zellen ein (Abb. 6). Dies 
ist damit zu erklaren, daB diese Substanz noch eine geringe Lipo- 
proteidléslichkeit besitzt, da sie keine sauren Gruppen enthalt. Die 
Braunung der Zelle ist aber im Verhaltnis zu dem gleichen Versuch 
mit der Salvarsanbase als auBerordentlich schwach zu_bezeichnen. 
Auch das Kernbild der Leucocyten, unter Verwendung von p-Oxy- 
m-aminophenylarsinoxyd und nachfolgender Behandlung mit ammo- 
niakalischer Silbernitratlésung erhalten, zeigt auBerst hellbraun ge- 
farbte Kerne, im Gegensatz zu der gleichen Behandlung mit einer 
Salvarsanlésung'). 

Kehren wir also zur /ebenden Zelle zuriick, so finden wir nur eine 
relativ geringe Speicherung des p-Oxy-m-aminophenylarsinoxyds in 
ihr. Stellen wir aber gar héhere Verdiinnungen her, beispielsweise 
1: 10000, und behandeln damit lebende Hefezellen, die sich ja be- 
kanntlich ebenso wie Spirochaten verhalten (infolge ihres Lipoproteid- 
gehalts), so bekommen wir nach griindlichem Waschen und Nach- 
behandeln mit ammoniakalischer Silbernitratlésung tiberhaupt keine 
Braunung mehr (Abb. 7). Nun wird aber in vivo das Salvarsan in viel 
héherem Grade als im Verhaltnis von 1: 10000 verdiinnt. Da aber 
die Spirochaten eines Primaraffekts eines mit Salvarsan behandelten 
Menschen ein Salvarsanumwandlungsprodukt enthalten, das noch 
relativ stark reduziert, so kann als Ursache hierfiir per exclusionem 
nur die von den Spirochiten gebundene Salvarsanbase*) in Frage 


') Technik der Herstellung des Neosalvarsan-Albarginkernbildes: 
Ein Leucocytenausstrich von gonorrhoischem Eiter wird nach Hitzefixation 
in eine mit Leitungswasser hergestellte Neosalvarsanlésung 1: 1000 
gestellt, in der er 3 bis 5 Minuten verbleibt. Nach Abspiilen mit Wasser 
bringt man einige Tropfen einer | proz. Albarginlésung darauf. Alsdann 
entwickelt man unter Hin- und Herschaukeln des Objekttriigers wahrend 
2 Minuten langer Einwirkung das Bild durch die Albarginlésung. Nach 
Abspiilen mit Wasser wird in der Flamme getrocknet, wodurch das Bild 
noch etwas an Farbkraft zunimmt. Mikroskopisch sind vorwiegend die 
Kerne gefirbt, aber auch das Lipoproteid des Leucocytenprotoplasmas 
hat Anteil an der Farbung. (Die verwendete Albarginlésung wurde so her- 
gestellt, daB 1g Albargin in 100 cei destillierten Wassers gelést wurde, 
3 Tropfen konzentrierter, 25proz. NH, zugegeben und filtriert wurde.) 

2) Wie kritiklos des ifteren in vitro erhaltene Versuchsergebnisse 
auch auf die Prozesse in vivo iibertragen werden, geht aus einer Arbeit 
von Hauck, ,, Probleme der Syphilistherapie*, Miinch. med. Wochenschr. 1924, 
Nr. 32 hervor. ,,Nach solchen Beobachtungen glaubte man sich anfangs 
za der SchluBfolgerung berechtigt, da®B das Salvarsan die Spirochiten 
direkt schiidige oder vernichte. Versuche in vitro haben aber ergeben, 
daB auch dem Salvarsan eine die Spirochiéten direkt schiidigende Wirkung 
abgesprochen werden muB. Die sichersten Beweise dafiir erbringen die 
Versuche von Krantz, welcher feststellen konnte, daB die Spirochaeta 
pallida sich in salvarsanhaltigen Nahrbéden, denen Salvarsan in doppelter 
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kommen, die ihre beiden reduxophoren Gruppen (—OH- plus —NH,- 
Gruppen) noch besitzt und daher in so intensivem Grade zu reduzieren 
vermag, im Gegensatz zu dem nur eine reduxophore Gruppe tragenden 
p-Oxy-m-aminophenylarsinoxyd *). 

Aus diesen Untersuchungen kénnen wir den SchluB ziehen, daB 
durch die Vorgiange im strémenden Blute (Sauerstoff, Kohlensiure, 
Salz- und Lipoidgehalt) durch Riickverwandlung des _injizierten 
Phenolats eine langsame Ausflockung der praktisch wasserunléslichen 
Salvarsanbase erfolgt, die alsdann elektiv von den lipoproteidhaltigen 
Syphiliserregern gebunden, quasi abgefangen wird, wofiir wir in weiteren 
Arbeiten die experimentellen Unterlagen beizubringen vermégen. Der 
Anwesenheit der Alkali- und Erdalkalisalze im Blute kommt hierbei 
wohl ebenfalls eine Rolle zu. Wir wollen uns hier unserer oben er- 
wahnten, vor einigen Jahren bereits gemachten Beobachtungen erinnern, 
daB die lebenden Zellen kein Salsarvan zu binden vermégen, hierzu 
aber imstande waren, als wir den Salvarsanlésungen Salze der Alkali- 
und Erdalkalimetalle hinzusetzten. In weiteren Versuchen lieB sich 
zeigen, daB durch Zusatz von Natriumsulfat beispielsweise, vor allem 
aber durch Ammoniumchlorid und Ammoniumsulfat, ebenso durch 
Calciumchlorid die Salvarsanbase sich aus dem Dichlorhydrat aus- 
fallen laBt. Hiermit haben wir jetzt auch den Schliissel fiir die damals 
einer Erklarung nicht zuganglichen Beobachtungen. Der Zusatz von 
Alkali- und Erdalkalimetallsalzen zu den Salvarsanlésungen bewirkt 
eine Ausfillung der Salvarsanbase, aus welchem Grunde jetzt auch 
Menge, als es sonst im KO6rper kreist, zugesetzt war, sehr gut ziichten laBt 
und dadurch ihr Wachstum in keiner Weise beeintrachtigt wird. Trotz 
seiner ausgesprochen spirochétotropen Wirkung muB8 deshalb doch auch 
beim Salvarsan die Schidigung in indirekter Weise, wohl auf dem Wege 
iiber die Gewebszellen angenommen werden.** Das Gegenteil war seinerzeit 
aber bereits bewiesen (Vortr. a. d. Miinch. Derm. Kongr. 1923.  ,,Worauf 
beruht die spezifisch spirillocide Wirkung des Salvarsans ?**), womit nicht 
in Abrede gestellt werden soll, daB das Salvarsan méglicherweise auch auf 
indirektem Wege eine gewisse Wirkung auf die Spirochéten zu entfalten 
vermag, die aber noch zu beweisen wire. Nach Hauck liegen auch fiir die 
Annahme einer indirekten Wirkung des Hg bei der Syphilis noch keine 
sicheren Beweise vor. Dem Verfasser sind offenbar einige Arbeiten ent- 
gangen, die die Beweise bereits enthalten diirften. (Worauf beruht die 
spezifische Wirkung des Hg bei der Luestherapie ? Vortr. v. d. Berl. Dermat. 
Ges. 20. Juni 1922. Dermat. Zeitschr. 88, 119. Ferner Arch. f. Derm. u. 
Syph. 145, 377; diese Zeitschr. 134, 402ff. 

1) Aus denselben Griinden ist auch eine Behandlung der Lues mit 
Abkémmlingen der Phenylarsinsiuren auch niemals mit einer Salvarsan- 
behandlung zu vergleichen. Siehe auch Schumacher, ,,Zur Stovarsolfrage“, 
Dermat. Wochenschr. 79, 1117ff., und Schumacher, ,,Zur Prophylaxe und 
Therapie der Syphilis mit Stovarsol und Spirocid*, Deutsch. med. Wochen- 
schrift 1925. 
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hier die lebenden Zellen Salvarsan zu binden vermégen. Dadurch 
kénnen wir jetzt auch einer Salvarsanlésung in vitro abtétende Eigen- 
schaften verleihen. Die weitere Einwirkung der Salvarsanbase auf 
die Spirochaten, die alsdann zu deren Abtétung fiihrt, kann daher nur 
darauf beruhen, daB die im Blute entstehende Salvarsanbase, die 
dort in kolloidalem Zustande zugegen ist'), elektiv von den Parasiten 
unter Salzbildung gebunden wird, indem zwei Molekiile Lipoidsdure mit 
einem Molekiil Salvarsan in Reaktion treten, wobei spirochdatenli poidsaures 
Dioxy-diaminoarsenobenzol entsteht. Ich darf diese Verhiltnisse viel- 
leicht einmal halbschematisch darstellen : 


nes520 


Die Pfeile bedeuten oben: SY durch das 4 unter dessen Oxydation und Spren- 

gung des Chromophors As=As, unten: Sauerstoffentziehung der Spirochaten durch die reduxo- 

phoren Gruppen. Die Wellenlinie aut beiden Seiten soll je ein Molekiil Spirochatenlipoidsiure 

darstellen, die mit der Salvarsanbase ebenso ein additionelles Salz bildet wie auch Nucleinsaure 
und Salzsaure mit dieser in vitro. 





Die sauerstoffentziehende Wirkung der Arsenogruppen konnten 
wir ebenfalls friiher schon beweisen. 


Versuch 10. Man list 0,2g Salvarsan in 200 ccm Wasser und gibt 
einige Tropfen l5prez. Natronlauge hinzu, bis die sich ausgeschiedene 
Base gerade wieder gelést hat. Hiervon werden 5 cem nach ordentlichem 
Abkiihlen unter der Wasserleitung mit 10 Tropfen Salzsiture*) 1:4 und 
2ecem 5proz. Natriumnitritlésung versetzt. (Diese Lésung kuppelt mit 
alkalischem Resorcin zu einem roten Farbstoff und bleibt mit Jodkalium- 
stirkekleister blau, als Zeichen, daB die Diazotierung vollendet ist.) Als- 
dann gibt man 12 Tropfen konzentrierten Ammoniaks hinzu*) und etwa 
7cem lproz. ammoniakalischer Silbernitratlisung. Es tritt keine tief 
schokoladenbraune Farbe mehr auf, als Zeichen, daB die so behandelte 
Salvarsanlésung nicht mehr zu reduzieren vermag. Die Fliissigkeit wird 
strohgelb, nach 24 Stunden ist sie ebenfalls braun gefirbt, aber nicht tief 
schokoladenbraun, undurchsichtig wie normales Salvarsan bei dieser Be- 
handlung. Die nach dieser Zeit auftretende Reduktion riihrt von der ein- 
tretenden Oxydation des Arsens her. 


1) Bei Gegenwart von EiweiB fallt CO, aus dem Phenolat die Base 
kolloidal, wie sich experimentell zeigen laBt. 
*) 37proz., spezifisches Gewicht 1,19 von Kahlbaum. 
3) Bei etwa eintretendem Niederschlag von AgCl muB noch etwas 
Ammoniak zugegeben werden. 
Rinchemische Zeitschrift Band 157. 30 
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Den Ehrlichschen Arsenozeptor erkennen wir daher als aus dem 
Lipoproteid der Spirochiaten bestehend. Nach der kurz zuvor erwahnten 
primdren Verankerung der Salvarsanbase an die Parasiten setzen sofort 
die Reduktionsprozesse ein und entziehen der sauerstoffarmen!) Spiro- 
chite den Sauerstoff{, wodurch diese erstickt wird und ihren chemischen 
Feinden erliegt. Diese Wirkung geht in erster Linie vom Arsen aus, 
indem dieses zwei Molekiile Sauerstoff der Spirochite entziehen mub, 
um sich zu oxydieren, wobei es unter Sprengung des Chromophors 
As=As in zwei Molekiile p-Oxy-m-aminophenylarsinoxyd sekunddr 
zerfallt. Zur gleichen Zeit aber entziehen auch die reduxophoren Gruppen 
des Salvarsans Sauerstoff, und eben diese doppelie Reduktionswirkung, 
die der Salvarsanbase und dem p-Oxy-m-aminophenylarsinoxyd zu- 
kommt, gibt diesen beiden Praparaten den optimalsten Index unter 
den therapeutisch gebrauchten Arsenpraparaten, womit biochemisch 
der Nachweis gefiihrt ist, daB die Abtétung der Spirochite auf einer 
Sauerstoffentziehung beruhen muB. Andererseits lehren die thera- 
peutischen Resultate mit den nicht reduxophore Gruppen tragenden 
Verbindungen, beispielsweise dem Arsenophenylglycin, daB die sauer- 
stoffraubende Wirkung der Arsengruppe zur Abtétung der Spirochdten 
bereits ausreicht. 

Die sauerstoffarmen Spirochiten erliegen daher der sauerstoff- 
raubenden Wirkung bereits zu einer Zeit, zu welcher die sehr sauerstoff- 
reichen Kérperzellen, da sie auBerdem kraft ihres chemischen Auf- 
baues viel weniger von der Salvarsanbase zu binden vermégen, noch 
lange nicht im gleichen MaBe geschadigt sind, wodurch die groBe Spanne 
zwischen toxischer und heilender Dosis beim Salvarsan entsteht. 

Die Erkenntnis, da8 einerseits offenbar nur ein kleiner Teil des 
eingefiihrten Salvarsans praktisch zur Wirkung kommt und anderer- 
seits die Verwendung absolut wasserléslicher Kérper zu chemo- 
therapeutischen Zwecken gar nicht nétig ist, da gerade starker lipo- 
proteid- als wasserléslichen, praktisch also wasserunléslichen Kérpern 
die abtétende Wirkung zukommt und die Beziehungen zwischen 
chemischer bzw. physikalischer Konstitution und pharmakologischer 
Wirkung etwas mehr geklart erscheinen wie bisher, diirfte fiir die weitere 
Entwicklung der Chemotherapie nicht ganz belanglos sein. 


Zusammenfassung. 


Das Salvarsan wirkt in vitro nicht auf die Spirochiten, da es zu 
wenig lipoproteidléslich ist, zur elektiven Speicherung einer Substanz 


1) Die Sauerstoffarmut haben wir durch den Nachweis der Nuclein- 
siurefreiheit der Spirochaeta pallida bereits friiher gefiihrt. | Dermat. 
Wochenschr. 79, Nr. 46, 1924. 
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durch die Lipoproteide der Mikroorganismenzellen aber, wie aus unseren 
erwahnten Untersuchungen hervorgeht, ein Kérper erforderlich ist, 
der stdrker lipoproteid- als wasserléslich ist. Erst durch die im Kérper 
stattfindenden Einwirkungen entsteht aus dem Salvarsan eine solche 
Substanz, die diesen Anforderungen entspricht: die Salvarsanbase, 
die aus diesen Griinden alsdann von den Spirochaten elektiv gespeichert 
wird und die Spirochaten sowohl durch die sauerstoffentziehende 
Wirkung des dreiwertigen Arsens, als auch durch diejenige der reduxo- 
phoren Gruppen so hochgradig geschadigt werden, daB ihnen ein Weiter- 
leben nicht méglich ist. Chemisch gesprochen, wird die Spirochaeta 
pallida hierdurch reduziert, biologisch gesprochen, erstickt, was ich 
bereits im Mai 1923 auf dem Miinchener Kongrefs an Hand der dort 
demonstrierten Befunde betonte'). 


Anmerkung wiahrend der Korrektur. 


1. Nachzutragen wire, daB die Zersetzung des Dinatriumphenolats 
des Salvarsans in vitro durch die CO, den Chemikern bekannt ist, 
was erst nach AbschluB meiner Untersuchungen durch eine Arbeit 
von Bauer im Handbuch der Salvarsantherapie von Kolle-Zieler zu 
meiner Kenntnis gelangte. Nicht bekannt war aber die Umwandlung 
des Salvarsans in vivo. Den indirekt in dieser Arbeit gefiihrten Nachweis 
der Entstehung der Salvarsanbase in vivo kénnen wir jetzt auch direkt 
fiihren. Injizieren wir einem Kaninchen eine alkalisierte Altsalvarsan- 
léisung (0.3g in 10cem Aqua destillata gelést) intravenés, so stirbt 
das Tier fast augenblicklich. Die Sektion ergibt als Todesursache eine 
Salvarsanbasenembelie fast aller Gefabe. Bei so hohen Salvarsandosen 
im Vergleich zum Kérpergewicht des Tieres reichen die Kolloide des 
Blutserums offenbar nicht mehr aus, um die ausfallende Salvarsanbase 
kolloidal in Lésung zu halten. Auch beim Rinde erfolgt die Umwandlung 
des Salvarsans in vivo momentan zur Salvarsanbase infolge des hohen 
Calciumgehaltes des Rinderserums, nicht dagegen beim Menschen, 
wozu hier einige Zeit erforderlich ist. Wir kommen hierauf noch zuriick. 


2. Dort werden wir auch den Beweis dafiir zu fiihren in der Lage 
sein, daB CaCl, zur Ausfallung der freien Salvarsanbase unter sofortiger 
hydrolytischer Zersetzung des intermediir entstehenden Calcium- 
phenolats fiihrt und es nicht zur Entstehung von Calciumsalvarsan- 


1) Erscheint ausfiihrlich ,,Worauf beruht die spezifisch spirillocide 
Wirkung des Salvarsans ?“* Arch. f. Derm. u. Syph. 1925 und Fortsetzung 
siehe Vortr. v. d. Berl. Mikrobiol. Ges. 15. Dezember 1924. ,,Ergebnisse 
der Syphilisforschung“, Sitzungsber. im Centralbl. f. Bakt., Abt. I, Ref. 1923, 
und ausfiihrliche Publikation unter diesem Titel in der Derm. Wochenschr. 
1925. 


80* 
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verbindungen kommt.  Beziiglich der Sulfate ist diese Frage noch 
nicht endgiiltig entschieden. 

3. Die Sauerstoffentziehung der an die Mikroorganismen ge- 
bundenen Salvarsanbase vermégen wir dort ebenfalls dadurch zu be- 
weisen, daf} ammoniakalische Ag NO,-Lésung, so behandelten Mikro- 
organismen zugesetzt, gerade da sich innerhalb 24 Stunden braunt, 
wo die Mikroorganismen sich befinden. 

4. Uber die chemische Zusammensetzung der Lipoidsauren ist 
nachzulesen ,.Zur Chemie der Zellkerne usw.‘‘, Chemie der Zelle und 
Gewebe, Zeitschr. fiir die Probleme der Garung 1925. 

5. Wahrend es ziemlich gleichgiltig ist, wie wir sahen, ob man 
zum Lésen des Neosalvarsans destilliertes Wasser oder physiologische 
Kochsalzlésung nimmt, ergab sich bei unseren weiteren Untersuchungen, 
daB diese Verhaltnisse bei dem Altsalvarsan nicht zutreffen, da hier- 
durch bereits ein Teil der Salvarsanbase in Freiheit gesetzt wird, wobei 
es jedoch noch nicht zu ihrer Ausfaillung kommt, diese aber von den 
Zellen gebunden wird, weshalb sich bei dieser Versuchsanordnung die 
Zellen tief schwarzbraun fairben. Bei Verwendung von Hefereinkulturen 
fanden wir wider Erwarten, daB die Zellen nach der Altsalvarsan- 
behandlung mit ammoniakalischer Silbernitratlésung nicht braun, 
sondern tief schwarzbraun wurden, also offenbar Salvarsanbase ge- 
bunden hatten. Das muBte seinen Grund haben. Als Ursache ermittelten 
wir, wie wir gleich vermuteten, die Gegenwart von Calciumsalzen, 
die die Salvarsanbase zur Ausfallung bringen. Das Calcium stammte 
aus dem Bierwiirzenihrboden. Wird also keine PreBhefe zu den Unter- 
suchungen verwendet, sondern Hefereinkulturen, so miissen deren 
Zellen erst durch 18maliges Waschen in der Zentrifuge von dem be- 
gleitenden Calciumsalz befreit werden, ehe sie mit den Salvarsan- 
lésungen zusammengebracht werden. Sobald Spuren von freier Sal- 
varsanbase in den Altsalvarsanlésungen auftreten, sei es durch den 
Kohlensauregehalt der Luft oder durch geringe Mengen von Calciumsalz. 
wird die Salvarsanbase sofort von den lebenden Zellen gebunden, 
wodurch auch gleichzeitig sofort eine biologische Einwirkung dieser 
Altsalvarsanlésungen auftreten muf, die den Tod der Zellen zur Folge 
hat, wie empirisch gewonnene Versuchsergebnisse bereits gezeigt haben. 
Als weitere Stiitze fiir ihre Annahme (Voegtlin und Smith) fiihren sie 
die von ihnen gemachte Beobachtung an, daf wisserige Lésungen 
des Salvarsandinatriumsalzes oder des Neosalvarsans beim Stehen an 
der Luft oder beim Schiitteln') (s. auch Schamberg, Kolmer und Raziss, 
Simic) nicht nur eine Zunahme ihrer Giftigkeit, sondern auch gleich- 


1) Weil hierdurch, durch die Einwirkung der Kohlenséure der Luft, die 
Salvarsanbase anfingt auszufallen. 
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zeitig ihrer trypanociden Eigenschaften unter Wegfall') der nach 
intravenéser Injektion frisch bereiteter Salvarsan- und Neosalvarsan- 
lésungen sonst zu beobachtenden Latenzperiode erfahren. Vor allem 
konnten Voegtlin und Smith aber zeigen, daB derartige beim Stehen 
an der Luft veranderte Lésungen des Dioxydiamidoarsenobenzols 
ebenso wie die Lésungen des Paraoxymetaaminophenylarsinoxyds in 
vitro eine momentane abtétende Wirkung auf Trypanosomen entfalten?), 
ganz wie es die theoretische Forderung verlangt. 


1) Die Latenzperiode im Organismus bis zum Eintritt der Salvarsan- 
wirkung ist erforderlich, weil erst aus dem intravenés injizierten Dinatrium- 
phenolat des Salvarsans im Kérper die wirksame Salvarsanbase in Freiheit 
gesetzt werden muB, woran in erster Linie auBer der Kohlensaure des Blutes 
in zweiter Linie auch die Alkali- und Erdalkalimetallsalze beteiligt sind 
und die Abfangung der entstehenden Salvarsanbase durch die Parasiten 
in eiweiBhaltigen Medien nicht so rasch erfolgt wie in vitro, wie das inzwischen 
vorgenommene Experimente beweisen, auf die noch zuriickgekommen wird. 

*) Zitiert nach Schlossberger, Handbuch der Salvarsantherapie von 
Kolle-Ziegler 1, 218/219. Verlag von Urban & Schwarzenberg, Berlin —Wien. 





Uber die Wirkungsweise 
der dreiwertigen und fiinfwertigen Arsenpriparate. 


Von 


Josef Schumacher (Berlin). 


(Eingegangen am 26. Februar 1925.) 


Nach den Untersuchungen von Paul Ehrlich kommt bekanntlich 
nur den Arsenikalien mit dreiwertigem Arsen eine gute therapeutische 
Wirkung auf die Syphilis zu, wahrend die fiinfwertigen Arsenpraparate 
von ihm in vitro tiberhaupt nicht, in vivo nur schwach therapeutisch 
wirksam befunden wurden. Die in vivo auftretende schwache thera- 
peutische Wirkung der Arsenikalien mit fiinfwertigem Arsen erklirt 
Ehrlich damit, dab diese durch die chemischen Prozesse im Kérper 
teilweise zu Priparaten mit dreiwertigem Arsen umgewandelt wiirden. 
Dieses verschiedene Verhalten der drei- und _ fiinfwertigen Arsen- 
priparate sucht Ehrlich bekanntlich damit zu erklaren, daB er in der 
Spirochatenzelle einen Arsenoceptor annimmt, der nur auf dreiwertiges 
Arsen eingestellt sei und nicht auf fiinfwertiges. Die chemische Natur 
des Ehrlichschen Arsenoceptors haben wir inzwischen, wie wir uns 
erinnern wollen, als aus einem Lipoproteid bestehend erkannt. In 
neverer Zeit wird besonders von Kritschewsky und Brussin') darauf 
hingewiesen, daB sicherlich auch physikalisch-chemische Prozesse bei 
der unterschiedlichen Speicherung der drei- und fiinfwertigen Arsen- 
praparate in Frage kommen diirften. 

Aus unserer vorhergehenden Arbeit ist ersichtlich, daB wir die 
Frage heute dahin beantworten kénnen: Arsenikalien mit dreiwertigem 
Arsen sind therapeutisch deshalb so auBerordentlich wirksam, da sie 
meistens Substanzen sind, denen saure Gruppen fehlen und aus denen 
durch die Umwandlungsprozesse im Kérper die zugehérige Base frei 
gemacht wird, die als starker lipoproteid- als wasserlésliche Substanz 
von den Spirochatenlipoproteiden elektiv gespeichert wird, wodurch 
es nach den vor kurzem geschilderten Prozessen zum Spirochaten- 


1) Ref. Centralbl. f. Hyg. u. Geschlechtskrankh. 18, 192. Orig. in d. 
Zeitschr. f. Immunititsf. u. exper. Terap. Nr. 1, Orig. 89, 197 bis 215. 
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zelltod kommt. Die Arsenikalien mit fiinfwertigem Arsen sind meist 
minder gut wirkende Therapeutika, da es fast durchweg Substanzen 
mit sauren Gruppen sind, die dadurch nur eine schwache, oder meistens 
gar keine Lipoidléslichkeit mehr besitzen und daher von den Spiro- 
chatenlipoproteiden nicht mehr elektiv gebunden werden kénnen. 

Versuch 1. Man stellt sich im Schiittelapparat eine gesiittigte wisserige 
Lésung von p-Oxy-m-aminophenylarsinsiure. her und gibt zu 20 ccm 
dieser Lisung die gleiche Menge %proz. Lecithinatherlésung hinzu. Darauf 
schiittelt man 1 Stunde, gibt einige Kubikzentimeter ammoniakalischer 
Silbernitratlésung hinzu und trennt den Ather durch Abzentrifugieren 
von der wisserigen Fliissigkeit. Es tritt keine Braunfiirbung des Athers 
auf, als Zeichen, daB die reduzierend wirkende Saéure nicht mit den Lipoiden 
in chemische Reaktion zu treten vermag (Abb. 1). 

Ebenso fallt der Versuch la aus, wenn man an Stelle der freien 
Siure deren Natriumsalz nimmt, indem man dieser einige Tropfen 
15 proz. Natronlauge zusetzt und zweckmaBig in schwach alkalisierter 
Lésung arbeitet. Auch hierbei bleibt der Ather farblos (Abb. 2). Erst 
nach sehr langer Zeit fairbt er sich etwas gelblich, wihrend die darunter 
sich befindende wisserige Fliissigkeit sich jetzt rasch infolge der ein- 
tretenden Reduktion in alkalisierter Lésung tief braun farbt, meist 
unter Abscheidung eines Silberspiegels an den Winden des Reagenz- 
glases. Auch in der wisserigen Lésung der freien Saure von Versuch 1 
tritt nach einiger Zeit eine Reduktionswirkung ein, die sich in einer 
grauen Verfirbung der wisserigen Lésung dokumentiert. Auch mit 
den Lipoproteiden der lebenden Zelle kommt es nicht zu einer chemischen 
Reaktion. Das beweist: 

Versuch 2. Mar. verreibt hierzu 20 ccm einer gesittigten wasserigen 
Lésung der p-Oxy-m-aminophenylarsinséure oder ebensoviel Kubikzenti- 
meter einer 1 proz. Lésung ihres Natriumsalzes mit 2 g Hefe zu einer gleich- 
miBigen Suspension, l4Bt 1 Stunde lang einwirken, zentrifugiert und 
wiischt die Hefe alsdann griindlich mit destilliertem Wasser in der Zentrifuge. 
Die restierende Hefe braunt sich nicht mit*ammoniakalischer Silbernitrat- 
lésung, als Zeichen, daB sie nichts von dem reduzierend wirkenden Natrium- 
salz chemisch gebunden hat (Abb. 4 und 5). 

Versuch 3. Schiittelt man 20ccm einer Iproz. Lésung von p-Oxy- 
m-aminophenylarsinoxyd ¥% Stunde lang mit 20cem Y,proz. Lecithin- 
atherlésung, gibt alsdann einige Kubikzentimeter ammoniakalischer Silber- 
nitratlésung hinzu und zentrifugiert die wisserige Fliissigkeit ab, so tritt 
eine Braunfiirbung des Athers auf, die ungefiihr ebenso stark ist, wie die- 
jenige der wiisserigen Fliissigkeit. Nach einiger Zeit verschieben sich die 
Farbténe etwas (Abb. 3). 

Das basische p-Oxy-m-aminophenylarsinoxyd besitzt also noch die 
Fahigkeit, mit Lipoiden in chemische Reaktion zu treten, ebenso im 
schwachen Grade mit den Lipoproteiden der lebenden Zelle, wie wir 
dies in der vorigen Arbeit bereits durch Behandeln einer Hefesuspension 
mit einer wiasserigen Lésung von p-Oxy-m-aminophenylarsinoxyd 
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zeigen konnten. Weiterhin diirften die aus dem Praparat mit fiinf- 
wertigem Arsen in vivo durch Reduktion entstehenden wirksamen 
lipoproteidléslichen Umwandlungsprodukte wiahrend der Zeit ihres 
Verweilens im Kérper nicht quantitativ entstehen, sonst miibte die 
Intensitit der therapeutischen Wirkung bei Priparaten mit fiinf- 
wertigem Arsen ebenso groB sein wie diejenige bei den Priparaten mit 
dreiwertigem Arsen. Aus den oben angefiihrten Griinden der Gegen- 
wart saurer Gruppen im Molekiil und dadurch herabgesetzter Lipo- 
proteidléslichkeit, verliert auch das Salvarsan, trotz seines dreiwertigen 
Arsens und trotz seiner reduxophoren Gruppen, seine gute spezifische 
Wirkung, sofern wir es carboxylieren oder sulfurieren. Die relativ 
schwache therapeutische Wirkung fiinfwertiger Arsenikalien im Ver- 
gleich mit derjenigen der dreiwertiges Arsen enthaltenden Praparate 
erklirt sich daher auf die Weise, daB durch Reduktionsprozesse im 
OH 


K6rper die saure AsO -Gruppe verschwindet, wodurch die Lipoid- 


léslichkeit und damit die Wirkung auf die Parasiten eine héhere wird, 
da alsdann physikalisch wieder die Vorbedingungen dafiir geschaffen 
sind, damit es sekundir chemisch zur Salzbildung kommen kann, 
der wir die desinfizierende Wirkung sowohl in vivo als auch in vitro 
zuschreiben miissen, wie wir anderenorts bereits beweisen konnten'). 
Am Beispiel des Stovarsols sind wir ja bereits niher auf die Umwandlung 
fiinfwertiges Arsen enthaltender Priaparate eingegangen®*). 


1) Vortr. v. d. Berl. Mkrobiol. Ges. 17. November 1924. ,.Zur chemischen 
Zusammensetzung der Bakterienkerne und zur Chemie der Desinfektion**, 
Sitzungsber. im Centralbl. f. Bakt., Abt. I, Ref. 

2) Derm. Wochenschr. 79, 1117ff., 1924 und ,,Zur Prophylaxe und 
Therapie der Syphilis mit Stovarsol und Spirocid**, Deutsch. med. Wochen- 
schrift 1925. 
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Einleitung. 
(Von Otto Meyerhof.) 


Die Synthese von Kohlehydrat spielt eine hervorragende Rolle 
beim Erholungsvorgang des Muskels, indem hier, wie friiher gezeigt 
worden ist*), unter Aufwand von Oxydationsenergie die Milchsiure 
in Glykogen zuriickverwandelt wird, aus dem sie wihrend der Arbeits- 
phase im Muskel entstand. Da sich die Milchsiure nach Umsatz mit 
dem Alkaliprotein als Lactat im Muskel befindet, so ruft ihr Ver- 


1) Ein vorlaufiger Bericht iiber den gréBeren Teil dieser Arbeit erschien 
in der klin. Wochenschr. 4. Jahrg., 1925, S. 341. 
2) Siehe z. B. Ergebn. d. Physiol. 22, 328, 1923. 
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schwinden eine Wiederfreisetzung des Alkalis und die Neuionisierung 
des Proteins hervor. In welcher Weise hiermit der Muskel seine Arbeits- 
fahigkeit zuriickgewinnt, ist wiederholt erértert worden. Die Frage, 
die uns jetzt an erster Stelle beschaftigt, ist der Mechanismus dieses 
Erholungsprozesses, der sich durch die starke Steigerung des Ruhe- 
sauerstoffverbrauchs, eine vermehrte Oxydation von Kohlehydrat 
(der respiratorische Quotient ist genau 1) und damit festgekoppelter 
tiickverwandlung der Milchsaure in Glykogen charakterisiert. Welches 
ist das auslésende Moment des Erholungsvorganges / Es erscheint von 
vornherein entweder méglich, daB die Arbeitsleistung des Muskels 
eine besondere physikalisch-chemische Veranderung hervorruft, durch 
die die Erhéhung der Ruheatmung veranlaBt wird, die nun zwangs- 
laufig die Resynthese der Milchsdiure herbeifiihrt, oder — und dies 
war von vornherein wahrscheinlicher —, daB es die Milchsaiure selbst 
ist, deren Anhaufung diese Folge hat. Denn der gleiche Vorgang spielt 
sich auch ohne Arbeit bei bloBem laingeren Aufenthalt des Muskels 
in Stickstoff und nachheriger Verbringung in Sauerstoff ab, doch ist 
auch hier die Milchsiure im Muskelinnern entstanden, und die Frage 
blieb offen, ob auch von auBen zum Muskel zugesetzte Milchsiure einen 
ahnlichen ,,ErholungsprozeB‘ auslésen kann. 


Auf Grund dieser Uberlegung haben wir zunichst angefangen, 
Froschschenkel mit Milchsiure zu durchstrémen, zumal die ameri- 
kanischen Autoren Barr und Himwich') beim Menschen ein Verschwinden 
von Milchsaure aus dem Blute beim Durchstrémen ausgeruhter Muskel- 
gruppen gefunden hatten, wobei sie allerdings nicht sicher waren, ob 
das Verschwinden durch bloBe Verteilung der Milchsiure auf das 
Muskelinnere oder einen chemischen Vorgang veranla&t sei. Uber die 
Durchstrémungsversuche an Froschschenkeln, die Dr. Rolf Meier noch 
im Kieler physiologischen Institut ausfiihrte, berichten wir im ersten 
Kapitel. Sie ergaben bereits trotz gewisser Schwankungen positive 
Resultate, indqm bei zwei- bis dreistiindiger Durchstr6mung bei Zimmer- 
temperatur durchschnittlich eine geringe Zunahme von Kohlehydrat 
festzustellen ist. Spater zeigte sich, daB dieser Vorgang viel einfacher, 
besser reproduzierbar und mit erheblich gréBeren Ausschlagen beobachtet 
werden kann, wenn man diinne Froschmuskeln (Sartorien oder kleine 
Gastrocnemien) in milchsiurehaltige Ringerlésung einlegt, und dab 
der Mechanismus dieser Synthese sich dabei gleichzeitig studieren 
laBt. Diese und daran anschlieBende Versuche, welche von mir ge- 
meinsam mit Dr. Lohmann ausgefiihrt worden sind, sind in den folgenden 
Kapiteln beschrieben. 


1) Journ. of biol. Chem. 55, 525, 1923. 
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I. Durechstrémungsversuche von Froschschenkeln. 

Die Durchstrémung der Froschschenkel geschah in drei ver- 
schiedenen Versuchsserien: In der ersten als Kontrollserie wurde 
ein Bein abgetrennt und das andere mit milchsdurefreier, sauer- 
stoffgesittigter Ringerlésung durchstrémt; in der zweiten wurde 
ebenfalls zuvor ein Bein abgetrennt und das andere mit milchsiéure- 
haltiger Ringerlésung — stets anniahernd. neutralisierte 0,11 proz. 
Milchsiure —, die ebenfalls sauerstoffgesittigt war, durchstrémt; 
in der dritten schlieBlich wurde gleichzeitig unter demselben Druck 
das eine Bein mit milchsiurefreier, das andere mit milchsdure- 
haltiger sauerstoffgesittigter Ringerlésung durchstrémt. In_ beiden 
Schenkeln wurde nach Versuchsende entweder nur das Glykogen oder 
getrennt Glykogen und niedere Kohlehydrate meist in Doppelanalysen 
bestimmt nach den friiher beschriebenen Methoden'). Die Berechnung 
des Kohlehydratumsatzes geschah, wie tiblich, in Prozenten des Frosch- 
muskelgewichts. 

Die Durchstr6mung wurde mit der von Barkan, Broemser und Hahn 
abgeainderten Ringerlésung vorgenommen, die mit 5 Proz. Kohlensaure 
enthaltendem Sauerstoff gesiattigt war*). Der hydrostatische Druck betrug 
25em Wasser. Zur Durechstrémung wurden miinnliche Frésche nach 
Ausbohrung des Riickenmarks auf schriigem Brett befestigt. die vordere 
Bauchwand wurde nach unten geklappt, der Darm wurde vom Rectum 
ab entfernt und nach Unterbindung der NierengefaiB®e die Aorta abdominalis 
mit einem Schlitz eréffnet. Durch diese Offnung wurden fein ausgezogene 
Kaniilen in die rechte und linke Arteria iliaca vorgeschoben und befestigt. 
Auch wurden in die beiden Venae femorales Glaskaniilen eingebunden, 
aus denen die Durchstrémungstfliissigkeit in MeBzylinder austropfte. Die 
Durchstrémung konnte 2 bis 3 Stunden fortgesetzt werden, ohne daB 
Verschlu8 der GefaBe oder ein zu hochgradiges Odem auftrat (das Muskel- 
gewicht anderte sich dabei kaum), Von Gummiarabicumzusatz nahmen wir 
Abstand, weil er keinen deutlichen EinfluB zeigte. 

In Tabelle I ist ene Kontrollserie von sechs Versuchen mitgeteilt, 
bei der ein Bein vor Versuchsbeginn abgeschnitten wurde, das andere 
2 bis 3 Stunden mit reiner Ringerlésung durchstrémt ist. Die Differenz 
beider Seiten ist, von einem Versuch abgesehen, innerhalb der Fehler- 
grenzen. Sie betriagt nur etwa 2 Proz. des jeweiligen Kohlehydrat- 
gehalts. Nur in einem Falle ist eine Abnahme von 10 Proz. des Gehalts 
zu verzeichnen. Aus der AtmungsgréBe des Muskels bei 20° berechnet 
sich bei ausschlieBlicher Kohlehydratverbrennung in 2 bis 3 Stunden 
eine Oxydation von 0,01 bis 0,02 Proz. Kohlehydrat. Da der Durch- 
schnittswert der sechs Versuche gerade eine solche Abnahme von 
0,015 Proz. ergibt, muB jedoch als zufillig betrachtet werden. 


') O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 185, 11, 1920; 188, 114, 1921. 
*) Barkan, Broemser und Hahn, Zeitschr. f. Biol. 74, 1, 1922. 
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Tabelle I. 
Ein Bein vor Beginn abgeschnitten, das andere Bein durchstrémt mit 
O,-gesittigtee Ringerlésung. 





Nicht duschetsimtss Durchstrémung Durchstrémtes Bein 





Bein 

Nr 33 rr % Summe 23 | 7 Be Ese & Summe Differenz 
N92 dag) 2 |.) Pid 2" 

z% 742 6 a = 24 2¥2 & 

8 Proz. | Proz. Proz. °c com gg Proz. Proz.  Proz. Proz. 
1 64 — 0352 — 19 | 2h 100 53 — 0358 — + 0,008 
2/58 | — oes — | 19 |2 (|108/56) — foes | — +0 
3 59 0.234036 0594 205 3 80 7,2 0.152044 0,596 + 0,002 
4 6,85 / 0,237/0,55 0,787 22,5 3 | 155 7.7 | 0,26 0,52 0.78 —0,007 
5 685 0235/041 0645 225 2 125 6.25| 0252/0315 0,567 —0,078 
6 7,7 022 0,379 0599 225 2 50’ 150 7,6 0,1620422 0,584 —0,015 


Durchschnitt —0,015 


In Tabelle I1 ist ein Bein vor Versuchsbeginn analysiert, das andere 
mit 0,11 proz. Milchsaéure fiir 2 bis 3 Stunden durchstrémt, wobei 
etwa 100 ccm durchgeflossen sind. Von acht Versuchen dieser Serie 
sind sechsmal zum Teil betrichtliche Zunahmen des Glykogens auf- 
getreten, in vier Fallen itiber 10 Proz. des jeweiligen Gehalts, waihrend 
in zwei Fillen eine Abnahme um etwa 5 Proz., noch innerhalb der 
Fehlergrenzen, vorkam. Im Durchschnitt ergibt sich in acht Versuchen 
eine Zunahme von etwa 5 Proz. der Gesamtmenge Kohlehydrat oder 
0,035 Proz., auf das Muskelgewicht bezogen. 

Tabelle II. 


Ein Bein gleich vor Beginn des Versuchs abgeschnitten, das andere Bein 
durchstrémt mit O,-Ringerlésung + 0,11 Proz. Milchsaure. 





Nicht durchstréantes it 








Bein Durchstrémung Durchstrémtes Bein 
re & 8 a os si 2 
Nr. 34 e3 4 x ‘Summe 32 _ 34 ae = % Summe_ Differenz 
33 Beg $. oF | Zeit § 35 roe = 
=% 2¥2 & ee (2 242742 ¢ 
g Proz. Proz.  Proz. °C | | cm gg Proz. Proz.  Proz. Proz. 
1 595; — |0895 — 19 2h 100' 60' — 0985 — +0,09 
2 | 69 — | 0.88 a 19 #3 120, 69 — 0995 — +0115 
3. 7,75| — 037 oe 19 230° 90'7,7 — 0,42 — +005 
4 63 — 0,54 — 195 230 80 62 — 0,56 — +0,02 
5 59 0,198 0425 0,623 21 3 80 | 7,6 | 0,189 0,408 0,597 — 0,026 
6 128 0,132 0,701 0832 22 3 140 13,2 0,128 6,708 0,836 + 0,004 
7 7,7 026 047 O73 22 240 120 8,7 0225 °057 0,795 + 0,065 
8 9,65 0,207 0,622 0829 19 3 155 12,0 0,146 0,64 0,786 —0,037 


Durchschnitt + 0.035 


SchlieBlich sind in Tabelle III die sechs Versuche verzeichnet, 
bei denen ein Bein mit Milchsiure, das andere ohne dieselbe durch- 
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strémt ist. Hier ist in allen Versuchen, mit Ausnahme von einem, eine 
Zunahme des Kohlehydrats bei der Durchstrémung zu verzeichnen. 
Im Durchschnitt ergibt sich wieder eine Zunahme von 0,035 Proz., 
was bei dem niedrigen Kohlehydratgehalt de: Schenkel etwa 10 Proz. 
desselben ausmacht. Berechnet man die Kohlehydratzunahme auf 
die durchstrémte Milchsiuremenge, so erhilt man bei einem Durch- 
schnittsgewicht jedes Schenkels von 8g und einer durchschnittlichen 
Durchstrémung von 90 bis 100ccm eine Abnahme des Milchsiure- 
gehalts von etwa 3 Proz. in der Durchstrémungsfliissigkeit. Wahr- 
scheinlich ware es giinstiger gewesen, mit geringerem Milchsdiuregehalt 
zu durchstrémen. Doch kann man nach diesen Versuchen eine geringe 
Synthese von Kohlehydrat bei der Durchstrémung als festgestellt 
annehmen. 
Tabelle III. 
Beide Beine durchstrémt, eins mit sauerstoffgesattigter Ringerlésung, 
das andere mit sauerstoffgesittigter Ringerlésung + Milchsiéure. 





Ohne Milchsaure durchstrémtes Bein ‘ Mit 0,11 proz. Milchs. durchstrémtes Bein 


~ - ¥ inp * » 
. 4\3 2. oe . 

Nr. : 4 2% g e < % 4 2 & é = Differenz 
#2 $5 3 | Ef | zi 3 gh 4 E Zeit = 
ele|z Cla Aizig 6 E 
°C' g | Proz. | Proz.| Proz. | com g Proz. Proz. Proz. com YProz. 

1,19 66 — 0324 — 1h45’ 60.6.2 — 0365 — _ 145’ 70 + 0,041 
220/66 — 0,289 — 3 90/64' — 0387 — 3 100 + 0,098 
3|/20/5,7, — 0.315) — |2 70,58 — 0355 — 2 60 + 0,04 
4 21/7,1 021 022 043 145 80°69 0,22 0.23 045 | 1 45) 80/4 0,02 
5 22/7,7 0,182:0,33 |0,5122 90 8,7 | 0,191 0,29 0,481 2 100 — 0,032 
6 22 7,4 0,2610,43 0.6913 120 7,2 | 0,251 0,472 0,723) 3 110 + 0,032 


Durchschnitt + 0,033 


II. Kohiehydratsynthese aus Milchsiure im ausgeschnittenen Muskel. 

Die Frage nach dem ausliésenden Faktor des oxydativen Erholungs- 
vorgangs lit sich auf eine tiberraschend einfache Weise beantworten. 
Legt man nimlich vorsichtig praparierte Sartorien des Frosches in 
lactathaltige Ringerlésung ein, so steigt die AtmungsgréBe um gut 
100 Proz. gegeniiber dem symmetrischen Muskel, und gleichzeitig 
nimmt der Kohlehydratgehalt zu. Bei Benutzung von Gastrocnemien 
ist zwar die Atmungssteigerung geringer und setzt auch langsamer 
ein, was jedenfalls auf das verzégerte Eindringen der Milchsiure in 
den Muskel zu beziehen ist. Da andererseits die Gastrocnemien eine 
konstantere Ruheatmung besitzen und die Gewichtsmengen derselben 
sich fiir Kohlehydratbestimmungen besser eignen, wurde die tiber 
wiegende Zahl unserer Versuche mit diesen angestellt. 
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Methodik. 

Die Versuchstemperatur betrug stets 20°. Die Atmungsmessungen 
geschahen wie bisher nach der verbesserten Methode von Warburg-Siebeck. 
Falls gleichzeitig mit dem Saue:stoffverbrauch die Kohlehydrate bestimmt 
werden sollten, benutzten wir groBe Atmungstrége von etwa 50 ecm Inhalt 
und breitem Boden, in die zwei oder drei mittelgroBe Gastrocnemien in 
etwa 5ccem Ringerlésung gefiillt wurden. Es wurden dann die dazu sym- 
metrischen Gastrocnemien derselben Frésche in ein zweites GefiB getan, 
das mit 5ccem Ringerlésung + Milchséure oder einer anderen Versuchs- 
lésung gefiillt war. In einigen Fallen wurden auch die symmetrischen 
Gastrocnemien zu Beginn verarbeitet und der Kohlehydratgehalt vor und 
nach der Atmung bestimmt. 

In einigen Versuchen wurde nur das Glykogen, nach der abgekiirzten 
Methode von Piliiger, bestimmt, in der Mehrzahl der Fille die Gesamt- 
kohlehydrate. Die Verarbeitung der Muskeln geschah stets unter den von 
Fletcher und Hopkins ermittelten Kautelen zur Verhinderung von Milch- 
siurebildung. Wiahrend diese bei Verarbeitung von Muskeln auf Milch- 
séure sich allgemeiner Anwendung erfreuen, werden sie falschlicherweise 
vielfach bei der Messung des Kohlehydratgehalts vernachlassigt, obgleich 
der hierbei entstehende Fehler genau so groB ist. Denn was an Milchsaéure 
entstanden ist, ist an Kohlehydrat verloren. Die Gesamtkohlehydrate 
ermittelten wir meist nach der bequemen Methode von E. J. Lesser!) mit 
geringen Modifikationen. Die in eisgekiihlter, 2,2proz. Salzsaéure zer- 
riebenen Muskeln wurden direkt 3 Stunden im Wasserbade hydrolysiert, 
die Lésung neutralisiert, nach Zusatz von Essigsiure mit Quecksilber- 
acetat versetzt, nach lingerem Stehen filtriert, mit H,S entquecksilbert 
und in einem Teil der Zucker nach Bertrand (meist Modifikation von 
Moeckel-Frank) bestimmt. Lesser selbst hat mit dieser Methode 10 bis 
18 Proz. héhere Werte gefunden als bei der Glykogenbestimmung allein. 
Das kommt zum Teil zweifellos durch die in letzterem Falle nicht mit- 
bestimmten niederen Kohlehydrate. Indes fanden wir, auch wenn wir diese 
getrennt gemessen hatten und den von Nerking ermittelten Verlust von 
3 Proz. bei der Verarbeitung des Glykogens mit beriicksichtigten, noch 
immer eine Differenz von gegen 10 Proz. Es liegt dies vermutlich an der 
Bildung anderer reduzierender Substanzen bei der Gesamthydrolyse des 
Muskels. Da wir jedoch hierbei véllig gleichmaiBig verfuhren und ins- 
besondere die Parallelversuche steis gleichzeitig im selben Wasserbad 
hydrolysiert wurden, miissen sich etwaige Fehler bei der Bestimmung 
der Differenz des Kohlehydratyehalts herausheben. 





Tabelle 1V. 
Vergleich der Methode von E. J. Lesser und unserem bisher geiibten Verfahren. 
Muskel- Zucker nach Lesser a) Glyxogen a) Gesamt- 
Nr. gewicht =f] oC) Noor b) kohlehydrate 
“ mg Pros. Kohlehydrate Pens. Pros. 
- . a) 46,3 a) 0.955 | 
l 4.97 61,8 1,24 b) 597 | b) O12 1,075 
iin me - | a) 863 a) 1l4) 
2 | 7,46 105,34 1,415 |b) 1255 b) O16 1,30 


') Diese Zeitschr. 108, 1, 1920. 
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Lesser selbst fand mit dieser Methode an symmetrischen Frosch- 
schenkeln in elf Versuchen Differenzen von 0,7 bis 9,9 Proz., durchschnittlich 
von 5 Proz. des Kohlehydratgehalts auf beiden Seiten. In unseren Ver- 
suchen, in denen nur einmal ganze Schenkel, sonst je zwei bis drei sym- 
metrische Gastrocnemien verglichen wurden, war das Resultat etwas 
giinstiger. Die Abweichungen betrugen nicht iiber 5 Proz. In Versuch | 
ist die Ubereinstimmung von mehreren Bestimmungen am gleichen Schenkel 





gezeigt. 
Tabelle V. 
Vergleich des Kohlehydratgehalts in symmetrischen Muskeln. 

i Gewicht | mg Zucker Proz. Zucker Differenz Differenz 

| Datum 2 , T er rare 3G in Proz. in Proz 
Nr. || jeder | Muskel | Muskel) Muskel Muskel . p ts 

| 1924 Seite 1 2 1 2 Muskelgewichts Kohlehydrats 

i 

| on | — jes | — - -_ 

leo x 3,1  — |090 | — sone _ 
_ 10,33 | 915 | — |oses| — = % 

a2 | — joo; — ain in 
2) 1X1. 133 17,6 18,3, 1,32 | 1,375 0,055 4.2 
3 3. XII. 1,65 22.6 21,7 | 1,37 1,32 0,05 3,7 
4) 4X11. 133 212 20.7 | 1,595! 1,555 0,04 26 

rr fi 400 (4695| — |108 | — 0,04 27 

S| SX ass — 44 — | 100 = 


Durch weitere Versuche iiberzeugten wir uns, daB weder die Anwesen- 
heit von Milchsiéiure noch die in den spiteren Kapiteln benutzten Zusitze, 
insbesondere Brenztraubenséure, Glycerinsiure, Athylenglykol bei der 
Bestimmung eine Stérung verursachen. 

Uber die AtmungsgréBe symmetrischer Muskeln sind schon friiher 
zahlreiche Kontrollen angestellt. Wahrend in der Anfangszeit bei 
beiden Muskeln erhebliche Differenzen auftreten kénnen, stimmt die 
Atmung, wenn sie im Laufe von 2 bis 3 Stunden auf den eigentlichen 
Ruhewert des ausgeschnittenen Muskels abgefallen ist, meist auf beiden 
Seiten innerhalb weniger Prozeate iiberein. Immerhin kommen auch 
gelegentlich gréBere Abweichungen ohne erkennbare Ursachen vor. 
Jedoch sind die im folgenden beschriebenen Atmungssteigerungen 
erheblich iiber dieser Schwankungsbreite. 

Die GréBe der Atmungssteigerung bei Einlagerung von Sartorien 
in Milchsaéure ist aus den in der Tabelle VI gegebenen Beispielen zu 
ersehen, wo stets symmetrische Muskeln mit und ohne Lactat ver- 
glichen sind. Die Konzentration der Milchsaure hatte keinen deutlichen 
EinfluB, ebensowenig wie Anderungen der py, die durch Phosphat- 
gemische variiert wurde. Die GréBe der Atmungssteigerung ist wohl 
zur Hauptsache durch die Geschwindigkeit des Eindringens bedingt, 
und dementsprechend steigt die Atmung bei Gastrocnemien nach 
Zusatz des milchsauren Natriums erst im Laufe mehrerer Stunden 
auf den maximalen Wert, der bei Sartorien schon in viel kiirzerer Zeit 


erreicht wird. 
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Tabelle V1. 
Atmungssteigerung durch milchsaures Natrium. 
7 er . : €s isé . 
z= ss PI & D Se 2 25 > |,m 
N Datum Zee 34 Suspensions, we 3. | TE ie 25 N 
Nr. 5. @.™ PH £ oD EBPES ZRES 2eE 
NZS 35 losung ae ER FMEA SHEA EE 
4 || SS FB =8 > “25 S26 |< 
Le | P 6 Ringer . wy 6 . 4 
1 17.X. 2 045 Ringers =| 9.03 | 3h30’ 28 = 69150 
2 | 24. X. 2 | 04 Ringer — 0,035 3 285 | 62 | 155 
3; 20. X. 1 0,22  Ringerphosphat 7,15 0,025 4 37,5 66 80 
« ‘ Ringer: "95 5) ° - 
4/31.X./ 1 | 020 K.-Phos| phat «735 (0,025 4 24 40 70 
5 | 31.X. |) 1 | 0,23 yao 7,35 0,025 5 215 60 180 


Na -Phosphat 


Das bei der Erholung des Muskels die starke Steigerung der Atmung 
auf die Anwesenheit des Lactats, nicht aber auf die gesteigerte Wasser- 
stoffionenkonzentration zuriickzufiihren ist, ergibt sich eindeutig 
daraus, daB diese letztere die Atmung nicht steigert. sondern sogar 
herabsetzt. Beispiele : 


1. zwei Sartorien in Ringerphosphatgemisch fiir 3 Stunden: 
8) Py 7,65 .... =.=. =~. 62cmm O, 
ROME 6 sc te ec ee om 


2. Zwei Sartorien in 3 Stunden: 
a) Py 7.65 ..... . . 43cemm O, 
Fae ea ie 


Die wichtigste Erscheinung beim Zusatz des Lactats ist aber die 
gleichzeitig mit der Atmungssteigerung einsetzende Synthese des 
Glykogens, ja dariiber hinaus die Tatsache, daB wir eben dasselbe 
Verhaltnis von synthetisiertem Kohlehydrat und Extrasauerstoff er- 
halten wie bei der Muskelerholung. In einer Reihe von Arbeiten ist 
dieses Verhialtnis bereits untersucht worden, das als Oxydations- 
quotient der Milchsiure bezeichnet wurde: 


insgesamt verschwundene Milchsaure 
oxydierte Milchséureaquivalente 


Die verschwundene Milchsiure wurde bisher direkt bestimmt, 
wahrend sie bei den hier vorliegenden Versuchen aus dem syntheti- 
sierten Kohlehydrat + dem aus dem Extrasauerstoff berechneten 
verbrannten Anteil ermittelt wurde. Die oxydierten Milchsiure- 


aiquivalente sind wie bisher aus dem Extrasauerstoff bestimmt, 


indem drei Molekiile Sauerstoff ein Molekiil Milchsaiure bzw. ein 
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halbes Molekiil Zucker oxydieren. In der Tabelle VII sind in 
den ersten fiinf Versuchen die Gesamtkohlehydrate, in den zwei 
letzten nur das Glykogen bestimmt. Stets wurden in den einen 
Atmungstrog von etwa 40 bis 50ccm zwei bis drei Gastrocnemien 
in reiner Ringerlésung gefiillt (6fters zur Konstanterhaltung der Reak- 
tion unter Zusatz von etwas Phosphat, das aber auf die Synthese 
keinerlei EinfluB hat), in den zweiten Trog die symmetrischen Muskeln 
unter Zusatz von 0,025 bis 0,03 n milchsaurem Natrium. Am SchluB 
wurden die Kohlehydrate beider Seiten verglichen. Auch wenn die 
eine Halfte des Muskeln am Anfang, die andere am SchluB verarbeitet 
wurde, laBt sich eine Vermehrung des Kohlehydrats beim Aufenthalt 
in der Milchséiure-Ringerlésung feststellen, die jedoch nur unbedeutend 
ist. Bei den Gastrocnemien ist, wie oben erwahnt, die Atmungs- 
steigerung kleiner als bei den Sartorien, und sie setzt auch langsamer 
ein. Neben dem Extrasauerstoffverbrauch geht aber natiirlich die 
Ruheatmung dauernd fort. Da nun in dieser Kohlehydrat verbrennt, 
miissen sich die Effekte der Zuckeroxydation und Zuckersynthese bis 
zu einem gewissen Grade kompensieren. Auch wenn man, wie es hier 
geschieht, den Kohlehydratgehalt der Kontrollmuskeln und der in 
Milchsiure liegenden am SchluB des Versuchs vergleicht, ist zu_be- 
denken, daB der Extrasauerstoff eine weitere Menge Kohlehydrat 
verbrennen mub, so daB ohne die Synthese der Zuckergehalt dieser 
Muskeln gegeniiber den Kontrollmuskeln hatte vermindert sein miissen. 
Der Oxydationsquotient ergibt sich im Mittel zu 4,33 in auffallig guter 
Ubereinstimmung mit dem bisher bestimmten. Derselbe wurde in 
friiheren Arbeiten am Muskel festgestellt: 1. bei der Erholung nach 
der Arbeitsleistung, 2. bei der Erholung nach der Ruheanaerobiose, 
3. bei der Ruheatmung selbst, 4. im zerschnittenen Muskel mit und 
ohne Sauerstoff, 5. am ganzen lebenden Tiere nach der Ermiidung. 
In allen Fallen ergaben sich Werte zwischen 3 und 5,5. Ebenso be- 
rechnet sich ein Quotient von etwa 5 aus den myothermischen Messungen 
von Hartree und Hill. Da®B unter ganz verschiedenen Umstanden dieser 
Quotient immer annahernd dieselbe GréBe besitzt, spricht dafiir, dab 
er eine Grundeigenschaft des Muskelstoffwechsels reprisentiert. 

Die tatsichlich in unseren Versuchen beobachteten Schwankungen 
muB man der Methodik zuschreiben. Da die Kohlehydratsynthese 
etwa 10 bis 15 Proz. des vorhandenen Kohlehydratgehalts ausmacht, 
aber die Schwankungen beim Vergleich symmetrischer Muskeln etwa 
4 Proz. betragen, so ergibt dies eine Ungenauigkeit von gut 30 Proz. 
Hierzu treten Differenzen von gleicher GréBenordnung beim Vergleich 
der Ruheatmung beider Seiten. Daneben erscheint es aber nicht aus- 
geschlossen, daB auch hier ahnlich wie bei der Erholung der Zustand 
des Muskels die GréBe des Quotienten beeinfluBt. 
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In der Tabelle VII ist eine Ubersicht iiber die Versuche gegeben. 


Tabelle VII. Kohlehydratsynthese aus zugesetzter Milchsiure. 
A. Sauerstoffmessungen. 








Muskels emm O, emm O, , emm Op» der 
N ; Atmungs- in den in den vend Kontroll- 
Nr. Datum gewicht ; . : sauerstoff muskeln 
ieder Seite zeit Kontroll- Milchsaures pro g und 
, muskeln muskeln mg Std. 
1924 
1 21. X. 130 | 2ih 943 1385 0,63 34,5 
2 28. X. 1,30 18 30’ 783 1025 0,345 32.5 
3 31. X. 2,08 18 20 1212 1686 0,678 32.5 
4 5. XI. 1,49 6 30 514 1200 0,98 51 
5 6. XI. 1,28 16 515 977 0,661 25 
6 15, XII. 1,05 15 30 479 628 0,218 29.5 
1925 
7 I. 1,50 15 30 786 1133 0,497 34 
B. Kohlehydratbestimmung und Bilanz. 
| _ ag Raletions seat &.. wom any tent | Synthese Synthese a | Oxys 
Nr. in den in den in den i.d. Milchs berechnet berechnet aquivalent) dations: 
Kontroll- | Milchsaures Kontroll-|  saures oxydiert | quotient 
muskeln | muskeln mus«xeln muskeln Proz. mg mg 
1 15,1 17,2 1,16 132 0,21 27 059 | 47 
2 15,2 17,2 1,165 132 018 235 0323 | 72 
3 19.7 213 = 0,94 103 012 2298 0633 | 85 
4 16,4 17,5 1,10 1,17 0,13 2.02 0,92 | 2s 
5 20,3 22.0 1585 | 1,72 0185 282 062 | 875 
6*) 7,4 8,35 0,71 | 080 0,11 1,15 0,20 57 
7*) 13,1 14,15 0,87 0,94 0,105 1,52 0465 825 


Durchschnitt | 4,33 

*) Nur Glykogen bestimmt. 

Man sieht aus den Versuchen 6 und 7 der Tabelle VII, in denen 
allein das Glykogen bestimmt ist, daB dessen Zunahme gleich der 
des Gesamtkohlehydrats in den anderen Versuchen ist. Ebenso wie 
in den friiheren Arbeiten gezeigt wurde, daB bei der Erholung und 
Ermiidung die Menge der niederen Kohlehydrate sich nicht wesentlich 
iindert, sondern nur der Glykogengelalt dem Umsatz der Milchsiure 
korrespondiert, so ist das auch in den vorliegenden Versuchen der Fall. 

Die eingangs erérterte Frage ist damit eindeutig beantwortet. 
Das bei der Ermiidung gebildete Lactat hat einen spezifischen EinfluB, 
durch den es die Oxydation im Muskel steigert und dank der Koppelung 
dieser Oxydation mit der Synthese der Milchsaure sein eigenes Wieder- 
verschwinden herbeifiihrt. Das ist die Ursache des Erholungsprozesses. 

III: Synthese des Kohlehydrats aus Brenztraubensiure. 

In der gleichen Anordnung wurden von uns zahlreiche andere 
Substanzen gepriift, ob sie im ausgeschnittenen Muskel ebenfalls eine 
Kohlehydratsynthese veranlassen. An erster Stelle untersuchten wir 
die als Zuckerbildner im tierischen Organismus angesehenen Stoffe. 
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Ruft der Zusatz einer Substanz iiberhaupt keine Atmungssteigerung 
hervor, so ist eine Kohlehydratsynthese ausgeschlossen, denn ohne 
einen Aufwand von Oxydationsenergie kann diese nach allem, was 
wir wissen, nicht zustande kommen. 

Wenn jedoch umgekehrt ein Stoff die Oxydation steigert, so ist 
dies natiirlich noch kein Beweis, daB er in der angegebenen Weise 
wirksam ist. Denn jede Art von Reizung des Muskels, jede Alteration 
seiner Struktur, jede Auslésung noch so geringfiigiger Muskelkontrak- 
turen durch chemische Stoffe wirkt, wie friiher gezeigt wurde, auf den 
intakten ruhenden Muskel atmungssteigernd, und zwar auf dem Wege 
iiber eine Erhéhung der Milchsiurebildung. Es sei vorweg gesagt. 
daB in unseren Versuchen nur ein einziger Stoff am ausgeschnittenen 
Muskel eine Erhéhung des Sauerstoffverbrauchs dadurch veranlaBt, 
daB er dabei zu Glykogen synthetisiert wird, namlich die Brenztrauben- 
siure. Die anderen ,,Zuckerbildner“ lassen entweder die Atmung un- 
beeinfluBt, hemmen sie oder rufen geringe oder unregelmaBige Steige- 
rungen derselben hervor. Es wurde aber auch bei diesen letzteren eine 
die Fehlergrenzen iiberschreitende Zunahme des Kohlehydrats vermiBt, 
meist ergab sich eine Abnahme, entsprechend der gesteigerten Atmung. 
Die Substanzen wurden in n/20 bis n/100 Konzentration gepriift. 
Im einzelnen ergab sich: Ohne EinfluB auf die AtmungsgréBe erwiesen 
sich Glucose, Fructose, Alanin, Dioxyaceton, Asparagin, Glycerin- 
phosphorsaure, Glykolsiure. Schwach und gelegentlich steigerten dic 
Atmung Athylenglykol, Glykolaldehyd, eventuell Dioxymaleinsiure 
nach Abzug der spontanen Oxydation. Glycerinaldehyd (n/20) steigert 
die Atmung regelmaBig um etwa 30 Proz. Stark, aber nicht regel- 
maBig, steigert glycerinsaures Natrium, Glycerin. Acetaldehyd hemmt 
in allen Konzentrationen bis herab zu n/500, Methylglyoxal steigert 
schwach in n/100 Lésung. Mit diesem erhalt man in der Tat eine 
geringe Zunahme des Kohlehydrats, die jedoch auf die Milchsayre 
zuriickgefiihrt werden kann, die in Gegenwart von Muskeln aus dem 
Methylglyoxal rasch entsteht. Alle anderen Stoffe ergeben cin negatives 
Resultat. [Dioxyaceton, Glycerinaldehyd, Dioxymaleinsiure ver- 
danken wir Herrn Neuberg, Glykolaldehyd stellten wir aus der letzteren 
nach der Vorschrift von Parnas und Baer') dar; Methylglyoxal wurde 
uns freundlichst von der Firma Schering, sowie ein anderes Praparat 
von Herrn Dr. Hermann O. L. Fischer, Berlin, geliefert.] 

Ganz anders ist das Verhalten der Brenztraubensiure. Diese 
steigert die Atmung in ahnlichem Umfang wie die Milchsiure um 
50 bis 150 Proz. in n/40 bis n/100 Lésung, und dabei nimmt der Kohle- 
hydratgehalt der Muskeln regelmaBig zu. Sehen wir zunichst davon 


1) Diese Zeitschr. 41, 386, 1912. 


31* 
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ab, daB bei der Umwandlung der Brenztraubensaure in Zucker eine 
Reduktion stattfinden mu6, und beriicksichtigen nur den direkt ge- 
messenen Extrasauerstoff und die Kohlehydratzunahme und berechnen 
hieraus wie im vorigen Falle einen Oxydationsquotienten, indem wir 
zur gemessenen Zunahme noch die durch den Extrasauerstoff oxydierte 
Menge hinzurechnen und die Summe dividieren durch das oxydierte 
Kohlehydrat, so erhalten wir einen Quotienten, der auffallend mit 
dem bisher bestimmten Werte iibereinstimmt. Im Durchschnitt ergibt 
sich 5,46 oder, bei Nichtberiicksichtigung eines einzigen aus der Reihe 
herausfallenden, offenbar zu groBen Wertes, die Zahl 4,7. 

Bei den Versuchen benutzten wir meist frisch unter vermindertem 
Druck destillierte Siure (12 mm, 58°C). Doch hat scheinbar die bei 
langerem Aufbewahren der Saure erfolgende Kondensation keinen 
EinfluB auf das Resultat. In der Tabelle VIII ist eine Ubersicht iiber 


Tabelle VIII. Kohlehydratsynthese im Muskel durch Brenztraubensiure. 
a) Sauerstoffmessungen. 














Muskel cmm O, emm O, . emm Og, 
: urine Atmungs- in den mit Brenzs Extra. pro g u. Std. 
Nr. Datum gewicht ; ‘ sauerstoff in den 
, : zeit Kontroll- trauben- Kontrolle 
jeder Seite 
muskeln saure mg muskeln 
1924 
1 8. XI. 1,48 2130’ 1320 1780 0,657 415 
3 11, XI. 1,23 21 880 1288 0,584 34 
3 12, XI. 1,44 16 45 970 1312 0,488 40 
4 20. XI. 1,55 16 30 608 1137 0,756 25 
5 24. XI. 1,39 17 30 622 1010 0,555 25.5 
6 28, XI. 1,28 16 30 525 1040 0,737 25 
7*)) 15, XII. 1,07 15 30 515 867 0,504 31 
1925 
8*)) 13.1. 150 | 15 30 588 982 0,564 25 
*) Nur Glykogen bestimmt. 
b) Kohlehydratmessungen und Bilanz. 
mg eaehyint Zoe Kohlehydrat Kohles win in. (Bilanz- 
“s inden |” t-nsg, den | a bon hydrat. a may 
Kontrolle | ™t Brenzs || ¢ ontrotls mit Brenz- synthese sauerstoff : 
muskeln trauben- muskein | tauben- bevechnet |verbrannt dations- 
siure | saure | Proz. mg mg quotient 
| T 
l 20,3 22.4 1,37 151 0,205 | 271 0615 44 
2 124 145 101 1,18 0,215 2,65 0548 | 484 
3 190 | 23,6 1,32 1,64 0,350 5,06 0,458 11,0 
4 22,1 | 23,7 1,43 1,54 0,155 23 0,71 3,25 
5 16,2 17,3 1,17 1,24 0,116 1,62 0,52 3,1 
6 16,8 18,8 1,31 1,47 0,21 2,69 0,69 3,9 
7*) 8,2 10,0 0,77 0,93 0,22 2,28 0,475 5,7 
8*) 118 14,85 0,79 0,99 0,24 3,58 0,53 6,75 
Durechschnitt | 5,46 
*) Nur Glykogen bestimmt. (abziig!. Vers.-Nr. 3: 4,7.) 





























Synthese des Kohlehydiats im Muskel. 471 


die Versuche gegeben, die genau so angeordnet sind wie die entsprechen- 
den mit Milchsiure. Stets wurde etwa n/40 brenztraubensaures Natrium 
benutzt. 

Bei der Synthese der Brenztraubensiure zu Zucker mu eine 
Reduktion stattfinden, sei es, daB man diesen Vorgang nach der folgen- 
den GlJeichung (1) oder (2) formuliert: 


2C,H,O, + 2H,O = CgH,,0, + Og. (1) 
3C,H,0O, + 30 =3C,H,0 + 3C0, + 30 =C,H,0,+3C0, (2) 
(Acetaldehyd) 


Infolgedessen mu mehr Kohlensiure entstehen, als NSauerstoff 
aufgenommen wird, und zwar fiir den Fall, daB die Synthese 
durch Verbrennung einer aquivalenten Menge Kohlehydrat gerade 
kompensiert wiirde, miiBte der respiratorische Quotient in beiden 
Fallen = 1,2 sein; es ist dies in der Bilanz gleich der direkten Ver- 
brennung der Brenztraubensiure. Im Falle einer Ansammlung von 
Kohlehydraten mu8 er noch gréBer sein. In unserem Falle wird Kohle- 
hydrat im UberschuB synthetisiert; da jedoch die Ruheatmung gleich- 
zeitig Kohlehydrat verbrennt, so ist die bilanzmaBige Kohlehvdrat- 
zunahme nur gering. Der theoretisch zu erwartende Quotient sollte 
daher wenig iiber 1,2 liegen. 

Bei der direkten Messung finden wir respiratorische Quotienten 
gegen 2,0, welche zeigen, dab auBer der Reduktion noch weitere Kohlen- 
siure abgespalten wird. In der Tat ergibt sich auch anaerob eine, 
wenn auch geringere Kohlensaurebildung aus Brenztraubensaiure. Der 
Froschmuskel zeigt also dieselbe carboxylatische NSpaltung, wie sie 
von Neuberg bei der Hefe entdeckt worden ist). 

Wieland?) hat kiirzlich die Angabe gemacht, da Froschmuskulatur 
hei physiologischen Temperaturen keine carboxylatische Spaltung der 
Brenztraubensaure zeigt, wobei er Versuche mit zerschnittenem Muskel- 
gewebe ausgefiihrt hat. Diese Befunde kénnen wir bestitigen. Zer- 
schnittene Muskulatur zeigt keine carboxylatische Spaltung und auch 
keine oxydative Umwandlung der Brenztraubensiure. Es wird nicht 
mehr Kohlensiure gebildet, als Sauerstoff aufgenommen ist. Dies 
Vermégen ist vielmehr an die intakte Muskelstruktur gekniipft. 

Es mégen hier zuniachst einige Versuche iiber die Bildung von 
Extrakohlensiure bei Zusatz von Brenztraubensiure zu intakten 
Froschsartorien folgen. Benutzt sind stets ein bis zwei symmetrische 
Muskeln fiir Sauerstoff- und Kohlensiurebestimmung. Nur bei den 
Nr. 5 und 9 der Tabelle IX ist zerschnittene Muskulatur angewandt. 


') Neuberg und Karczag, diese Zeitschr. 36, 60, 1911. 
2) Wieland, Liebigs Ann. 486, 232, 1924. 
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Tabelle IX. 
Extrakohlensadurebildung in Gegenwart von Brenztraubensiure. 
Muskels Versuchss Sauerstoff- CO, Respi- k = 
Nr. Datum gewicht ae ip : ratorischer | *OMENSaure 
jeder Seite | | COR | Geet usttent | FOG @ Sed 
1924 cmm cmm cmm 
a) Versuche in Sauerstoff. 
1 12.XI. || 0,17 16h 131 263,5 20 48,5 
2 14.XI. | 034 15 161 | 255 16 18,5 
3 4.Xb | (0,37 15 30’ 306 | «740 =|) (24 7 
4 25.XI. | 036 | 4 30 89 170s 19 50 
5*)) 4. XIL. 025 | 3 255 251 1,0 0 
b) Versuche in Stickstoff. 
6 13. XI. 0,56 15h — 73 -- 9.0 
7 15, XI. 0,34 3 30’ a 21 — 16 
8 20, XI. 0,36 4 30 _ 40.5 — 2% 
9*), 4. XII. 0,25 3 — 0 _ 0 


*) Zerschnittene Muskulatur. 


Aus der Tabelle [IX ersieht man, dab die Menge Extrakohlensiure 
in der Einheit von Zeit und Gewicht grobe Schwankungen zeigt, die 
zum Teil mit der verschieden groBen Atmungssteigerung durch Brenz- 
traubensiure zusammenhangen. Jedenfalls ist die Extrakohlensaiure 
in Stickstoff erheblich geringer als in Sauerstoff. Zieht man die anaerobe 
Kohlensaure nach einem Durchschnittswert ab, so reduziert sich der 
respiratorische Quotient von etwa 2 auf etwa 1,5 bis 1,6. Aber auch 
dieser Wert ist noch gréBer, als er aus der bilanzmaBig bestimmten 
Zuckersynthese erwartet werden kann. Es scheinen daher noch weitere 
mit Kohlensaureabspaltung verbundene oxydative Nebenreaktionen 
stattzufinden, vielleicht von der Art der von Wieland an der Kohle- 
oberflache festgestellten: Wahrend nimlich hier die Brenztrauben- 
siiure in Abwesenheit von Sauerstoff nicht zersetzt wird, wird sie in 
Gegenwart von Sauerstoff in Essigsiure und Kohlensiure gespalten. 

Dasselbe ergibt sich auch aus der gleichzeitigen Titration der 
verschwindenden Brenztraubensiure. Wiirde die Reaktion ohne 
Nebenreaktionen ablaufen, miBte in jedem Falle, sowohl nach 
Gleichung (1) wie nach Gleichung (2) der Brenztraubensaiureverbrauch 
das 1,2fache der bilanzmaBig gefundenen Zuckersynthese betragen, 
wie die folgende Rechnung zeigt. Man kann also nicht, wie es auf den 
ersten Blick scheint, auf diesem Wege zwischen den Gleichungen (1) 
und (2) entscheiden, indem im ersten Falle aus zwei Molekiilen ver- 
schwindender Brenztraubensaure, im zweiten Falle aus drei Molekiilen 
ein Molekiil Zucker formelgemaB synthetisiert wiirde. 

Ehe im folgenden einige Resultate mitgeteilt werden, in denen 
die Abnahme der Brenztraubensiure einmal mit dem synthetisierten 
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Zucker, das andere Mal mit der gebildeten Extrakohlensaure verglichen 
wird, sei das theoretisch zu erwartende Ergebnis berechnet. Hierzu 
muB der folgende Punkt beriicksichtigt werden. Der gemessene Extra- 
sauerstoff und die in der Tabelle X berechnete Synthese des Kohle- 
hydrats stellen nicht den tatsichlichen ,,inneren‘“* Mehrverbrauch an 
Sauerstoff und die ,,innere Synthese dar. Denn der bei der Reduktion 
der Brenztraubensiure frei gewordene Sauerstoff, der nach aufen 
nicht auftritt, muB noch hinzugezihlt werden, und zwar wird nach 
Gleichung (1) pro synthetisiertes Zuckermolekiil ein Molekiil Sauerstoff 
eingespart : diesem entspricht aber '/, Molekiil mehr oxydierten Zuckers, 
der, da er in der Bilanz nicht erscheint, durch eine gleiche synthetisierte 
Menge kompensiert sein muB. Fiir diese wird wieder Sauerstoff ein- 
gespart und so fort. Haben wir mithin a synthetisierte Zuckermolekiile 
bilanzmaBig berechnet, so sind in Wirklichkeit a (1 Soe hts far eg :) 
6 6? 6", 

1,2 a synthetisiert worden, und ebenso 1,2 a Molekiile Brenztrauben- 
siiure umgewandelt. Um die gleiche Molekiilzahl muB aber auch der 
gemessene Extrasauerstoff vermehrt werden. Betrigt dieser b Molekiile, 
so ist der wahre Mehrverbrauch an Sauerstoff 6+ 1,2a. Bei der 
Gleichung (2) liegt die Sache etwas anders. Pro Molekiil synthetisierten 
Zuckers sind hier 1, Molekiile Sauerstoff verbraucht, die aus dem 
ixtrasauerstoff entnommen sind. Diesem entspricht somit nicht eine 
aiquivalente Menge verbrannten Kohlehydrats. War der berechnete 
synthetisierte Zucker wiederum a Molekiile, der gemessene Extra- 
sauerstoff 6, so hat von diesem ein Betrag von 1}, . a Molekiilen nicht 
zur Oxydation von Kohlehydrat gedient, und das oxydierte Kohle- 


ee, 6 15a ss 
hydrat ist demnach nicht 6° sondern nur ae Das synthetisierte 


; 1 
Kohlehydrat incl. des die Oxydation kompensierenden ist somit & — 4% 


Hierfiir gilt wieder die gleiche Uberlegung, so daB die Synthese schlieBlich 
] 1 1 1 } Fe ; 

a(i staat <a) =0,8a ist. Entsprechend ist aber 
auch der fiir die Leistung der Synthese aufgewandte Sauerstoff nicht 
b Molekiile, sondern 6 — 11,.0,8a = b— 1,2a Molekiile. indlich 
ist der Brenztraubensiureschwund = 3/,.0,8@ = 1,2a. Der ,,wahre 


Oxydationsquotient nach Gleichung (1) ware 


12a 


ad b+ l2a 


und nach Gleichung (2): 


08a 
"b—1l2a 
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Fir den Brenztraubensiureverbrauch im Vergleich zur Zucker- 
synthese ergibt sich nun nach beiden Gleichungen derselbe Wert, 
nimlich das 1,2fache der bilanzmaBig berechneten Zuckersynthese. 
Man sieht daraus, daB auch auf diesem Wege eine Entscheidung, welche 
von den beiden Gleichungen zutrifft, nicht gefunden werden kann. 


Methodik. 

Die Titration der Brenztraubensiure geschah nach den von Wieland 
gegebenen Vorschriften, jedoch mit n/100 Jodlésung. Fiir 1 Mol. Brenz- 
traubensiure werden 6 Aquivalente Jod unter Jodoformbildung verbraucht. 
leem n/100 Jod = 0,146 mg Brenztraubensiure. 

Da _ zerschnittene Muskulatur Brenztraubensiure nicht umsetzt, 
wurde sie zur Ermittlung der Verteilung der Brenztraubensiure zwischen 
Lésung und Muskulatur benutzt. Es ergab sich so, daB die Brenztrauben- 
siure sich auf die Muskulatur ebenso verteilt wie auf Wasser: 10 cem 
Brenztraubensiiure-Ringerlésung verbrauchten direkt 17,1 n/100 Thio- 
sulfat, nach lingerem Schiitteln mit 4g Muskulatur und Enteiwei®Bung 


12,2 cem n/100 Thiosulfat. 12,2. ha = 17,1. 


In der Tabelle X ist der aus der Zuckersynthese oder aus der 
Extrakohlensiure berechnete Verbrauch an Brenztraubensiure mit 
dem durch Titration ermittelten verglichen worden. Man sieht aus der 
Tabelle, da8 in der Tat die verschwindende Brenztraubensiure sich 
bei der Titration stets gréBer ergibt, als sie aus dem synthetisierten 
Kohlehydrat oder aus der Extrakohlensiure allein berechnet wird. 
Immerhin ist der Unterschied nicht betrachtlich und bei der Kohle- 
hydratsynthese obendrein die anaerobe Kohlensiure nicht mit beriick- 
sichtigt. Die beschriebenen Reaktionen stellen daher jedenfalls den 
hauptsiachlichen Umsatz dar, den die Brenztraubensiiure in Gegenwart 
des Muskels erfihrt. 


Tabelle X. 


Titrierter Schwund der Brenztraubenséure im Vergleich zur Kohlehydrat- 
synthese bzw. Extrakohlensaure. 





| Plissi Goatees 
ussig« ohie- Extra. 
Nr. Datum Mushel- keits. Versuch: Atmosphare hydrat- 2. ~ 
gewicht dauer zunahme ensoure 
menge 
1924 mg mg 
1 20.X0. L5 45 15h 0, 23 = 
2 24. XI. 139 | 45 17 30’ O, 1,62 -- 
3) 28.XI. 1,28 45 16 30 0, 2'69 boil 
4 15. X11. 1.07 45 15 30 0, 2'3 
5 | 25, XII. 0,36 15 4 30 N,; _ 0,087 
6 | 25. XII 0,36 15 4 30 oO, — 0,162 
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Tabelle X (Fortsetzung). 





Daraus Pro 1 com n/100 Jod Pro 1 com Brenz- 
Brenztrauben- — 7) vorher nach n/100 Jod traubensaure 
Nr. Datum saureschwund n/100 Jod Ausgleich getunden verschwunden 
berechnet vorher berechnet nachher titrimetrisch 
1924 mg com com com mg 
l 20. X1. 2,75 9,8 7,35 3,45 3438 
2 24. XT. 1,94 9,85 7,52 3,65 3,33 
3 ; 28. XI. 3,24 11,02 8.6 4.13 3.80 
4 15. XI1. 2,76 14,4 11,6 645 42 
§ 2. XII. 0,172 10,2 _- 8,95 0,285 
6 25. XIl. 0324 8.2 a 6.85 0.367 


IV. Die Energetik der Kohlehydratsynthese im Muskel. 


Fiir die Umwandlung der von auBen zugesetzten Milchsaure in 
Glykogen gelten dieselben Betrachtungen, wie sie friiher fiir den oxy- 
dativen ErholungsprozeB angestellt sind. Verschwindet die Milchsaure 
aus einer durch Phosphat (oder Bicarbonat) gepufferten Lésung und 
wandelt sich in Glykogen um, so kommt hierfiir nur die endotherme 
Reaktion verdiinnte Milchsiure —» Glykogenhydrat in Ansatz, die 
pro Lg —180Cal betragt'), und die negative Umsatzwarme der Milch- 
siure mit Phosphat oder Bicarbonat —20Cal. Verschwinde das Lactat 
allein im Muskel, so wiirde an die Stelle der Umsatzwirme des Phosphats 
die Dissoziationswarme des Proteins treten. In geringem Mabe trifft 
ahnliches zu, wenn die Milchsaiure aus dem Blute in den Muskel iiber- 
tritt, da auch das PlasmaeiweiB bis zu einem bestimmten Umfange 
an der Pufferung des Blutes teilnimmt. 

Kine besondere Aufgabe stellt die Energetik der Kohlehydrat- 
synthese aus brenztraubensaure dar, weil diese mit einer Reduktion 
einhergeht. Die notwendige Arbeit hierfiir wird durch die Oxydations- 
energie geleistet, gleichviel, ob wir die Gleichung (1) zugrunde legen, 
wo die gleichzeitige Oxydation von Kohlehydrat die Energie liefert, 
oder die Gleichung (2), wo die Oxydation des Acetaldehyds, der selbst 
als Reduktionsprodukt der Brenztraubensiure anzusehen ist, unmittel- 
bar zu Zucker fiihren wiirde. Um die GréBe des notwendigen Arbeits- 
aufwandes zu kennen, miissen die Verbrennungswarme und die Ver- 
diinnungs- und Neutralisationswirme der Brenztraubensiure bekannt 
sein. Aus diesem Grunde hat Herr Blaschko sie auf unsere Veranlassung 
bestimmt und wird iiber seine Messungen selbst in dieser Zeitschrift 
berichten. Die Verbrennungswarme ergab sich pro | g wasserfreier reiner 
Siure, frisch im Vakuum destilliert und bei niederer Temperatur im 
Hochvakuum getrocknet, zu 3172.4 Cal oder 279000 Cal pro Molekiil. 
Die Verdiinnungswirme der konzentrierten Saure auf n/20 ergab sich 


‘) Vgl. Rolf Meier und Otto Meyerhof, diese Zeitschr. 150, 233, 1924. 
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durechschnittlich zu 51,7 Cal pro Gramm bzw. 4,550Cal pro Molekiil. 
Als Neutralisationswirme der verdiinnten Saure erhielt er pro Molekiil 
11,540 Cal?). 

Die Reaktionsgleichung (1) ergibt danach die folgende Warme: 


2C,H,O,aq.(2 « 274,5Cal) + 2H, O = C, Hy, 0,(Glykogenhydrat 681 Cal). 
Fir 36 mg O, werden somit 132 Cal verbraucht, pro Milligramm 


Sauerstoff 3,67, pro Kubikzentimeter 5,25. Wiirde diese Synthese 
durch Oxydation von Glykogen bestritten, so ergibt sich hierfiir: 

C, Hy. 0, (Glykogenhydrat) + 60, = 6CO, + 6H,O + 681 Cal; 
also pro Milligramm O, 3,55, pro Kubikzentimeter 5,07 Cal. 

Es folgt daraus, daB ein fiir die Oxydation von Glykogen ver- 
brauchtes Molekiil Sauerstoff fast genau die Energie frei macht, die 
fiir die Einsparung eines Sauerstoffmolekiils bei der Synthese des 
Glykogens aus Brenztraubensiure aufgewandt wird. Danach kann 
theoretisch, solange tiberhaupt ein nach aufen erkennbarer Mehr- 
verbrauch an Sauerstoff stattfindet, dieser die Energie fiir eine nahezu 
beliebig groBe Umwandlung von Brenztraubensiure in Glykogen 
liefern. 

Wenn in der Bilanz die Kohlehydratsynthese aus Brenztrauben- 
siure gerade eine aquivalente Verbrennung von Kohlehydrat kompen- 
siert, so betragt die Warmeténung pro Kubikzentimeter Sauerstoff 
4,92 anstatt 5,07 Cal. Es miiBte also schon eine sehr starke bilanz- 
maBige Zunahme des Kohlehydrats stattfinden, um in der Verringerung 
der Oxydationswarme in Erscheinung zu treten. Dagegen kann, wenn 
der ProzeB sich allein im Muskel abspielt, ebenso wie bei der Milchsiure 
noch eine endotherme Dissoziationswirme des Eiweifbes hinzutreten, 
da Saureanionen in neutrale Kérper verwandelt werden. 

Lassen wir die Reaktion nach Gleichung (2) ablaufen, so bediirfen 
wir noch der Kenntnis der Verbrennungswirme gelésten verdiinnten 
Acetaldehyds. Fiir reinen Acetaldehyd fanden Berthelot und Delépine®) 
eine Verbrennungswirme von 279,300Cal (konstanter Druck). Die 


1) Eine Bestimmung der Verbrennungswaérme der Brenztraubensiiure 
ist bisher nicht publiziert worden, doch nehmen die Herren Aubel und 
Wurmser in Paris in verschiedenen energetischen Berechnungen (Soc. 
Scient. d’ Hygiene Aliment. 12, Nr. 4 und 7, 1, 1924) Bezug auf diese GréBe 
und teilten dem einen von uns (O. Meyerhof) brieflich mit, da®B der von 
ihnen benutzte Wert aus einer persénlichen Mitteilung von Henri stamme, 
der eine Bildungswirme von 155,8 Cal pro Mol. bestimmt hatte. Dies wiirde 
3005 Cal Verbrennungswirme pro |g sein. Die Verdiinnungswiarme der 
Saure ist bereits von Massol, Bull. Soc. Chim. (3) 38, 336 und Simon, eben- 
daselbst (3) 9, 836 bestimmt worden zu 4280 und 4400Cal, die Neutrali- 
sationswiirme von dem letzteren zu 11000 Cal pro Mol. 

2) Siehe Landolt- Bornstein, 5. Aufl., 2, 1597. 


——_———— 
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Lésungs- und Verdiinnungswarme auf 0,4 Proz. (n/10) bestimmte Herr 
Blaschko in unserem Laboratorium zu + 4480 Cal pro Molekiil. Also 
ergeben sich fiir gelésten Acetaldehyd 274,800Cal. Die Reaktion 
Brenztraubensaure aq. (274,5 Cal) = Acetaldehyd aq. (274,8 Cal) + CO, 
muB daher ohne meBbare Wirmeténung verlaufen, wie es in der Tat 
von Neuberg') kiirzlich mitgeteilt wurde. Dann gilt die Gleichung: 
3 Acetaldehyd aq. (274,8 « 3 Cal) +3 O = Glykogenhydrat aq. (681 Cal) 
+ 144Cal. Fiir 1 mg Sauerstoff also 3,0 Cal, fiir 1 cem 4,29Cal. Die 
Verbrennungswarme ist also etwas kleiner, als es bei der Oxydation 
von Kohlehydrat der Fall ware. Doch muB sich bei gleichzeitigem 
Fortbestehen der Ruheatmung derselbe Mittelwert des kalorischen 
Koeffizienten des Sauerstoffs ergeben, wie im Falle der Gleichung (1) 
bei gleichem Anfwand von Extrasauerstoff. Dies folgt notwendig 
aus der oben dargelegten bilanzmaBigen Ubereinstimmung, die eine 
energetische Gleichheit der Gesamtreaktion zur Folge hat. Nur kénnte 
bei der Gleichung (2) der ganze Extrasauerstoff so gedeutet werden, 
daB es ausschlieBlich diejenige Sauerstoffmenge wire, die fiir die 
Oxydation des Acetaldehyds zu Zucker benétigt wiirde. Pro syntheti- 
sierten Zuckermolekiils wire das 1,5 Molekiil Sauerstoff. Das entspricht 
aber in unserer Rechnung einem bilanzmaBigen Oxydationsquotienten 
von 4,0, wie man ihn tatsachlich etwa findet. Gleichwohl méchten wir 
die Formulierung der Gleichung (1) vorziehen, bei der vermutlich die 
Brenztraubensiure intermediir zu Milchsiure reduziert wird. Der 
Oxydationsq uotient hat dann in beiden Fallen der Kohlehydratsynthese 
dieselbe Bedeutung. 

Diese Reduktion der Brenztraubensaure spielt vielleicht bei der 
Umwandlung dec Aminosiuren in Zucker eine gewisse Rolle. Dab 
das Alanin im Muskel unwirksam ist, kénnte méglicherweise nur daran 
liegen, daB es nicht eindringt, oder die Leber ist fiir diese Desaminierung 
erforderlich. Im sechsten Kapitel werden wir sehen, daB die Leber 
offenbar den gleichen hier beschriebenen Mechanismus besitzt, um 
nicht nur aus Milchsiure und Brenztraubensiure, sondern auch aus 
Alanin und Asparagin Zucker zu bilden, wodurch auf die zuerst von 
Embden wnd Salomon*) im pankreaslosen Hund beobachtete Um- 
wandlung von Alanin und Asparagin in Traubenzucker ein neues 
Licht fallt. 


Vv. Atmung und Kohlehydratsynthese des Warmbliitermuskels. 


Auf Grund der am Kaltbliiter gewonnenen Erfahrungen ist es 
leicht, die gleichen Vorgiinge am Warmbliitermuskel nachzuweisen 


') Neuberg, diese Zeitschr. 152, 205, 1924. 
*) Hofmeisters Beitrage 5, 507, 1904: 6, 63, 1905. 
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und dabei in den Chemismus des Atmungsprozesses noch etwas naher 
einzudringen. Als zum Studium des Atmungsvorgangs geeigneter 
Warmbliitermuskel erweist sich wegen seiner geringen Schichtdicke 
das Zwerchfell kleiner und mittelgroBer 
Ratten, das auch auBerhalb des Kérpers 
eine ausreichende Versorgung mit 
Sauerstoff gestattet!). In der Arbeit 
von O. Meyerhof und H. E. Himwich 
ist eine groBe Anzahl von Messungen 
mitgeteilt, aus denen sich ergibt, daB in 
dem giinstigsten Milieu, einem schwach 
alkalischen Ringer - Phosphatgemisch, 

ao ae a ca ze die Atmung des Zwerchfells grober 
Abb. 1. -——-——- AtmungsgréBe mit, ausgewachsener Ratten 1,1 ccm O, pro 
Sicnsadian ani tee a Gramm Frischgewicht und Stunde 
Trockensubstanz. oder 6,0cem pro Gramm _ Trocken- 

gewicht und Stunde betriagt, die 

Atmung des Zwerchfells kleiner Ratten (55 bis 80g) 1,8 cem pro Gramm 
Frischgewicht = 10,0cem pro Gramm Trockengewicht. Diese Atmungs- 
gréBe ist fiir einige Zeit konstant. In Fortsetzung dieser Versuche 
ergab sich in einer neuen 
Serie, bei der wir aus- 
schlieBlich das Zwerchfell 
mittelgroBer Ratten (etwa 
100 g) verwandten, ein 
Wert von 7,0cem O, pro 
jramm Trockengewicht 
und Stunde. Die Atmungs- 
gréBe ist unter diesen Um- 
standen fiir etwa 2 bis 
3 Stunden nahezu konstant, 
sinkt aber dann allmahlich 
ab. Der Abfall scheint noch 
starker zu sein bei Benut- 
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Se a ¢ 7 ~~ gung von Ratten, die 2 bis 

Abb.2. -——-——- AtmungsgréBe mit, x x——» ohne = Toranc 
Brenztraubensaure (Rattenzwerchfell). ccm Sauerstoff 3 Tage vor dem Versuch 


pro g Trockensubstanz. gehungert haben, und diese 

haben wir fast ausschlieB- 

lich zu den Versuchen benutzt. Es wurden dieselben Stoffe gepriift 
wie in den vorigen Abschnitten daraufhin, ob sie die Atmung 
erhéhen oder einen Atmungsabfall verhindern kénnen. Von samt- 


') Warburg, Negelein und Posener, Klin. Wochenschr. 3, 1062, 1924; 
Otto Meyerhof und H. E. Himwich, Pfliigers Arch. 205, 415, 1924. 




















er 

















Synthese des Kohlehydrats im Muskel. 479 


lichen dieser Stoffe gaben wiederum nur Milchsiure und Brenz- 
traubensiure ein sicheres positives Resultat. Der Traubenzucker 
kann zwar den Atmungsabfall haufig verringern, aber erhdht nicht 
die anfingliche AtmungsgréBe. Milchsiure dagegen und in noch 
héherem Grade Brenztraubensiure steigern diese unmittelbar, wenn 
auch nicht sehr stark, und diese gesteigerte Atmung bleibt nun fiir die 
ganze Versuchsdauer von 4 bis 6 Stunden nahezu oder auch vollkommen 
konstant, so dai die Differenz gegen den Kontrollversuch ohne Zusatz 
dauernd gréBer wird. Dies ist fiir je einen Versuch mit Milchsdure 
und Brenztraubensaiure in den Abb. 1 und 2 dargestellt und in der 
Tabelle XI fiir eine gréBere Versuchsreihe. 

Um die Versuche bei 37° fiir langere Zeit ohne Gefaihrdung durch 
Bakterien fortsetzen zu kénnen, wurde bei Herstellung der Lésungen, 
Entnahme des Zwerchfells und Vorbereitung der Atmungsglaschen 
annahernd steril gearbeitet. Die Versuche selbst lassen sich zwar nicht 
steril durchfiihren. Doch waren die getroffenen VorsichtsmaBbregeln 
ausreichend, um wahrend der ganzen Versuchsdauer Stérungen durch 
Bakterien zu verhindern. In der Tabelle XI ist eine Reihe von 
Atmungswerten angegegen, berechnet auf Kubikzentimeter O, pro 
Gramm ‘Trockengewicht und Stunde (nach dem Vorschlag von 
Otto Warburg Qo, genannt), und hierbei sind die stiindlichen Q-Werte 
sowohl fiir die erste Stunde wie fiir die Gesamtzeit berechnet. Man 
sieht, daB besonders fiir die letztere der Unterschied erheblich ist 
und daB vor allem bei Brenztraubenséure der Atmungsabfall nahezu 
ausbleibt. Die Versuche jeder Nummer sind mit Stiicken desselben 
Zwerchfells ausgefiihrt. Die verschiedenen Reihen sind nicht ohne 
weiteres miteinander vergleichbar, da die absolute AtmungsgréBe mit 
dem Gewicht des Tieres, wohl auch mit dem Ernaihrungszustand und 
zum Teil mit der Art der Priparation variiert. (Wahrend der Pra- 
paration und Vorperiode muB eine Abkiihlung méglichst vermieden 
werden, da hierdurch die Atmung geschadigt wird.) Dagegen sind, 
wie Kontrollen erweisen, die Q-Werte an Stiicken desselben Zwerchfells 
in iibereinstimmendem Milieu nahezu gleich. Z. B. wurden erhalten 
in 21, Stunden: 


1. 8,0 mg Trockengewicht; 125emm O,; Qo, 6,25 
| 0 163 ,, 03; Qo, 6,1 
.. 6. - 124 ., O,; Qo, 6,05 
é& O46: * 137, O33 Qo, 5,7 


Ubrigens sind die Q-Werte ein wenig zu groB, weil im Laufe der 
Zeit durch Auslaugung ein allmahlicher Gewichtsverlust des Zwerchfells 
in den Atmungsglischen stattfindet. Dieser betragt in 5 bis 6 Stunden 
15 bis 20 Proz. Die Konzentrationen der Milchsiure und Brenztrauben- 
siure waren stets etwa 0,02n und des Traubenzuckers 0,01 n. 
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Tabelle XI. 


Steigerung der Zwerchfellatmung durch Milchséure. 








Gewicht Qo,, ohne Zusatz| Qo, mit Zusatz 
Datum der F in oO ic ae ageve 
Nr. ne Zusatz dauer tir die fir die || fiir die erste | fur die 
1924/25 e | Stunde seit | Stunde — 
1 8X 80 Milchsiure | 5h 5,45 | 46 7,91 | 7,81 
Traubenzucker | 5,56 5,56 
2 /|11.XI. 104 Milchsaure 3 5,0 | 4,7 10,2 9,74 
Traubenzucker 7,3 | 7,16 
3*) 14. XT. 100 Milchsaure 430 7,9 | 65 83 | 78 
Traubenzucker 7,1 6,5 
4*) 30.X1. 110 Milchséure 5 6,1 | 3,75 685 | 5,52 
5 | 5.XIL 100 Milchsiure 5 7,22 | 5,28 7338 06 6988 
Traubenzucker 5,86 | 5,08 
Durchschnitt | 633 4,97 812 | 2, 
| mit Milchsaure | 
Steigerung durch Brenztraubensaure. 
1 | 14.XT. 100 | Brenztraubensiure | 4h30' 7,9 | 65 10,55 | 104 
2 1, XII.) 110 me 5 30 968,25 | 6,7 98 | 98 
3 | 2.XIT./| 110 am 5 80 7,1 8.8 91 
4 | 5&.XI1. 95 . 630 6,16 | 478 102 10,65 
etwa 
5 8. XII. 100 i 4 5,7 | 4,68 8,7 8,25 
6 ILI | 105 - 5 20 7,76 | 7,85 11,0 10,77 
| Durchschnitt 7,29 6,12 9.84 9,74 
mit Brenz- 
traubensaure | 


*) Ringerbicarbonat. 


Da die Atmungssteigerung der Ausdruck fiir einen Umsatz der 
wirksamen Substanzen ist, kann man wenigstens fiir die Brenztrauben- 
siure an der Bildung der Extrakohlensiure beweisen. Auch hier wieder 
unterliegt die Brenztraubensaure bereits anaerob einer carboxylatischen 
Spaltung, doch ist die hierbei auftretende KohlJensaure nur ein Bruchteil 
derjenigen, die von demselben Zwerchfellstiick in Sauerstoff als Extra- 
kohlensiure abgegeben wird. Man erhilt hier einen respiratorischen 
Quotienten von etwa 1,2, wie es der Verbrennung von Brenztrauben- 
séure entspricht. In der Tabelle XII sind zwei derartige Versuche 
mitgeteilt, wo sowohl die aerobe wie anaerobe Kohlensiure sowie der 
Sauerstoffverbrauch in Gegenwart von Brenztraubensiure gemessen 
sind. Fiir die Messung des Sauerstoffverbrauchs und der aeroben 
Kohlenséure wurden drei Zwerchfellstiicke benétigt, das angegebene 
Gewicht entspricht dem zur Sauerstoffmessung benutzten Muskelstiick, 
die Kohlensiure ist auf die gleiche Gewichtsmenge Muskulatur um- 
gerechnet. 
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Tabelle X11. 


Extrakohlensaurebildung im Zwerchfeli in Gegenwart von Brenztraubensiure. 





Zwerchfelle = Kohlen- am 


° Og +Ver- : Respi- 
Datum Trockens Se Atmos! | saure- . pro mg 
Nr. s3 brauch ratorischer | Trockenyew. | Oz 
| substanz é S| sphare bildung Quotient me Std. 
| 1924/25 mg ? | emm cmm cmm 
y 
1} 8 XI, 5,74 | 4h O, 189 228 | 12 17 8,25 
| 545 | 4 N; — 3 | — 06 _ 
2 || 7.1. 848 | 4 | 0, | 263 | 326 | 1,24 185 | 9,37 
| | 612 |4|N, - | & pa 03 oa 





Wahrend nun die Anwesenheit der Brenztraubensiure unter 
natiirlichen Umstanden im Muskel nicht nachzuweisen ist, ist dies fiir 
die Milchsiure anders. Ja, die im intakten Muskel vorhandene Ruhe- 
milchsdure ist in dem ausgeschnittenen Zwerchfellstiick infolge der 
unvermeidlichen Verletzung sowie der bei der Praparation bestehenden 
Anaerobiose stets gesteigert, und man erhalt daher Anfangswerte von 
0,15 bis 0,20 Proz. Milchsiure, bezogen auf das Frischgewicht des 
Muskels. Da nun ein Diffusionsausgleich dieser Milchsiure nur sehr 
unvollkommen erfolgt, ist die Milchsiurekonzentration im ausge- 
schnittenen Zwerchfellstiick zweifellos héher, als dies in vivo der Fall 
ist. Und diese vermehrte Milchsiure schwindet zu einem groBen Teil 
im Verlauf des Atmungsversuchs, wofiir das folgende Beispiel ge- 
geben sei: 

Versuch 1: Drei Zwerchfellhalften von Ratten, 0,540 g Frischgewicht, 
enthalten 0,89 mg Milchsiure = 0,165 Proz. Die symmetrischen drei 
Hialften, 0,631 g, enthalten nach fiinfstiindiger Atmung 0,40 mg Milch- 
siure = 0,063 Proz. Verbrauch 0,102 Proz. oder in den Versuchs- 
muskeln 0,643 mg Milchsiure, was einem Sauerstoffverbrauch von 
480 cmm entspricht, waihrend im ganzen 2760cmm Sauerstoff ver- 
braucht sind. Es kommen also 18 Proz. des Sauerstoffs auf die ver- 
schwundene Milchsaure. 

Es spielt sich demnach schon an und fiir sich derjenige Vorgang 
im ausgeschnittenen Zwerchfell ab, den wir durch auBeren Zusatz der 
Milchsaure beschleunigen, und man versteht daher, daB der Unter- 
schied der Oxydationsgeschwindigkeit zu Beginn hierbei oft sehr 
gering ist (s. Abb. 1) und erst dann steigt, wenn diese spontan ent- 
standene Milchsiiure durch Resynthese zu einem groBen Teile ge- 
schwunden ist. Aus dieser Uberlegung folgt, daB die Atmung des 
ausgeschnittenen Zwerchfells aus diesem Grunde héher sein muB, als 
sie unter gleichen Umstanden in vivo im intakten Muskel sein wiirde. 
Wieweit dieser Einflu8 durch den EinfluB des Serums ersetzt wird, muB 
dahingestellt bleiben. Jedenfalls erhéht dieses (inaktiviertes Pferde- 
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serum) die Atmung des ausgeschnittenen Zwerchfells nicht, wahrend 
es die der Leber steigert (s. unten). 

SchlieBlich zeigt auch die Bestimmung der Kohlehydrate im 
Zwerchfell vor und nach der Atmung, daB zwar keine sichere Ver- 
mehrung derselben in Anwesenheit von Milchsaure und Brenztrauben- 
siure zu beobachten ist, daB aber ein verringerter Schwund gegen- 
iiber den Kontrollmuskeln vorliegt trotz der gesteigerten Atmung. 
Diese Befunde kénnten zwar fiir sich allein, ebenso wie der respira- 
torische Quotient von 1,2 bei Brenztraubensiure, als eine direkte 
Verbrennung gedeutet werden. In Verbindung mit den Ergebnissen 
am Froschmuskel wird man aber die Erklirung bevorzugen, daB die 
Atmungssteigerung der Ausdruck derselben Kohlehydratsynthese ist 
wie dort, und daB Milchsiure und Brenztraubensiure erst nach Synthese 
zu Zucker verbrannt werden. 

Zur Messung der Kohlehydrate in Zwerchfellstiicken von 5 bis 10 mg 
Trockengewicht modifizierten wir die bisher geiibten Methoden zur Be- 
stimmung des Glykogens und der niederen Kohlehydrate und titrierten 
den Zucker nach der Hydrolyse nach Hayedorn-Jensen, woriiber spiter 
genauer berichtet wird. In einigen Fallen wurde gleichzeitig die Milch- 
siure bestimmt. Dann verwandten wir zwei bis drei Rattenzwerchfelle 
zusammen. Die Frischgewichte von Zwerchfell- und Leberschnitten wurden 
auf einer Torsionswage von Hartmann und Braun (MeBbereich 0 bis 100mg), 
die Trockengewichte auf einer Mikrowage von Sartorius bestimmt. 

DaB Milchsiure und Brenztraubensiure nach Umwandlung in 
Zucker im Muskel oxydiert werden, ergibt sich schlieBlich mit Wahr- 
scheinlichkeit auch aus einer weiteren Versuchsreihe, in der wir die 
Abspaltung des Ammoniaks untersucht haben. Der Vergleich des 
Kohlehydratschwundes mit dem Sauerstoffverbrauch bei der Ruhe- 
atmung des Zwerchfells zeigt nimlich, daB die Atmung nicht wie beim 
ausgeschnittenen Froschmuskel auf ausschlieBlicher Oxydation des 
Kohlehydrats beruhen kann. In der Tat wird bei der Atmung des 
Zwerchfelis, wenn es in reiner Ringer-Phosphatlésung suspendiert ist, 
konstant Ammoniak abgespalten, besonders wenn die Ratten 2 bis 
3 Tage gehungert hatten. Diese Ammoniakabspaltung bleibt nahezu 
aus, wenn man zur Lésung 0,2 Proz. Traubenzucker zusetzt. 
Das Verhalten des Muskels ahnelt danach dem, wie es Warburg, Negelein 
und Posener') bei anderen Organen in Abwesenheit von Zucker ge- 
funden haben. Auch wurde bei ihnen die starke Ammoniakausscheidung | 
des Carcinomgewebes und der Retina durch Stickstoff auf etwa die | 
Halfte herabgesetzt. Im Muskel ist bei Abwesenheit von Oxydationen 
(Stickstoff oder Zusatz von n/1000 KCN zur Ringerlésung) die Ammo- 
niakabspaltung ahnlich, manchmal noch starker herabgesetzt und darf 


') Diese Zeitschr. 152, 309, 1924. 
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daher wohl zur Hauptsache als Ausdruck der EiweiBoxydation auf- 
gefaBt werden. Rechnet man, daf durchschnittlich bei der Eiweib- 
verbrennung auf 8 bis 10 Atome verbrauchten Sauerstoffs ein Molekiil 
NH, abgespalten werden, so ist die EiweiSverbrennung allerdings 
nicht erheblich, sondern wiirde nur etwa 10 Proz. der Atmung aus- 
machen. (Zur direkten Abspaltung von NH, tritt noch solcher, der 
durch Soja-Urease frei gemacht wird (Harnstoff). Dessen Zunahme 
bei der Atmung betrigt ungefahr die Halfte der direkten N H,-Bildung,. 
so daB danach etwa 15 Proz. der Atmung auf EiweiB entfallen). Diese 
Ammoniakabspaltung aber wird ebenso wie durch Traubenzucker auch 
durch Milchsiure und Brenztraubensaure sehr stark herabgesetzt, noch 
stirker als durch KCN bzw. Stickstoff, wihrend atmungsunwirksame 
Stoffe, wie Alanin, Asparagin und Glycerinsiure nahezu ohne Einflul 
sind. Dies ist besonders bei Alanin und Asparagin bemerkenswert, weil 
eine Desaminierung derselben eine starke Steigerung der Ammoniak- 
bildung hervorrufen wiirde, wie wir es in der Tat in der Leber finden 
(s. Kapitel V1). Andererseits verdringen offenbar Milchsiiure und 
Brenztraubensiiure auf dem Wege tiber Zucker das EiweiB aus der 
Verbrennung. 
Methodik. 

Die Ammomakbestimmungen nahmen wir nach der Folinschen Vor- 
schrift fiir kleine Ammoniakmengen vor, wobei wir ahnlich den Angaben 
von Warburg, Negelein und Posener verfuhren. Stets wurae auBer der 
Fliissigkeit auch das Gewebsstiick mit auf Ammoniak bearbeitet, indem es 
in n/10 Salzsiure (fiir forensische Zwecke, ammoniakfrei) rasch zerdriickt 
wurde. Die Suspension wurde dann mit Natriumwolframat versetzt und 
unter weiterer Zugabe von HC] kongosauer gemacht und auf 10 cem auf- 
gefiillt. Nach Azentrifugieren wird ein aliquoter Teil der Fliissigkeit in 
den Folinschen Kolben gefiillt, nach Vorschrift mit Natriumcarbonat 
alkalisiert und das Ammoniak in eine Vorlage  iibergetrieben. Die 
Nesslerisierunz geschah in einem Dubosqgschen Kolorimeter mit Lammer- 
Brodhunschemh*) Wiirfel mit Tageslichtlampe. Die Genauigkeit betrigt 
bei unseren Mengenverhiltnissen etwa 5 bis 8 Proz. der Messungen. 

Der Anfangsgehalt des Zwerchfells von Hungerratten an Ammoniak 
ist ziemlich konstant und betragt 0,20 bis0,25 10~°g N H, pro Milligramm 
Trockengewicht. Unter Zugrundelegung dieses Anfangsgehalts wurde die 
Ammoniakzunahme am Versuchsende festgestellt und pro Gramm und 
Stunde berechnet. In reiner Ringerlésung betragt die stiindliche 
Ammoniakbildung 0,04 bis 0,10 mg pro Gramm Trockengewicht und 
Stunde, bei 5 bis 10 mg Sauerstoffverbrauch pro Gramm und Stunde. 
Um die Ammoniakabspaltung mit dem Sauerstoffverbrauch zu ver- 
gleichen, beriicksichtigten wir, daB bei reiner EiweiBverbrennung pro 
10 mg Sauerstoff (= 7 ccm), wie es ungefaihr dem Qo -Wert unserer Ver- 


1) S$. Abderhaldens Handb. d. biochem, Arbeitsmethoden 1, 650. 
Biochemische Zeitschrift Band 157. 32 
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serum) die Atmung des ausgeschnittenen Zwerchfells nicht, wahrend 
es die der Leber steigert (s. unten). 

SchlieBlich zeigt auch die Bestimmung der Kohlehydrate im 
Zwerchfell vor und nach der Atmung, daB zwar keine sichere Ver- 
mehrung derselben in Anwesenheit von Milchséure und Brenztrauben- 
siure zu beobachten ist, daB aber ein verringerter Schwund gegen- 
iiber den Kontrollmuskeln vorliegt trotz der gesteigerten Atmung. 
Diese Befunde kénnten zwar fiir sich allein, ebenso wie der respira- 
torische Quotient von 1,2 bei Brenztraubensiure, als eine direkte 
Verbrennung gedeutet werden. In Verbindung mit den Ergebnissen 
am Froschmuskel wird man aber die Erklarung bevorzugen, daB die | 
Atmungssteigerung der Ausdruck derselben Kohlehydratsynthese ist 
wie dort, und da} Milchsaure und Brenztraubensaure erst nach Synthese 
zu Zucker verbrannt werden. 

Zur Messung der Kohlehydrate in Zwerchfellstiicken von 5 bis 10 mg 
Trockengewicht modifizierten wir die bisher geiibten Methoden zur Be- 
stimmung des Glykogens und der niederen Kohlehydrate und titrierten 
den Zucker nach der Hydrolyse nach Hagedorn-Jensen, woriiber spiater 
genauer berichtet wird. In einigen Fallen wurde gleichzeitig die Milch- 
siure bestimmt. Dann verwandten wir zwei bis drei Rattenzwerchfelle 
zusammen, Die Frischgewichte von Zwerchfell- und Leberschnitten wurden 
auf einer Torsionswage von Hartmann und Braun (MeBbereich 0 bis 100mg), 
die Trockengewichte auf einer Mikrowage von Sartorius bestimmt. 

DaB Milchsiure und Brenztraubensiure nach Umwandlung in 
Zucker im Muskel oxydiert werden, ergibt sich schlieBlich mit Wahr- 
scheinlichkeit auch aus einer weiteren Versuchsreihe, in der wir die 
Abspaltung des Ammoniaks untersucht haben. Der Vergleich des 
Kohlehydratschwundes mit dem Sauerstoffverbrauch bei der Ruhe- 
atmung des Zwerchfells zeigt nimlich, daB die Atmung nicht wie beim 
ausgeschnittenen Froschmuslel auf ausschlieflicher Oxydation des 
Kotilehydrats beruhen kann. In der Tat wird bei der Atmung des 
Zwerchfells, wenn es in reiner Ringer-Phosphatlésung suspendiert ist, 
konstant Ammoniak abgespalten, besonders wenn die Ratten 2 bis 
3 Tage gehungert hatten. Diese Ammoniakabspaltung bleibt nahezu 
aus, wenn man zur Lésung 0,2 Proz. Traubenzucker zusetzt. 
Das Verhalten des Muskels ahnelt danach dem, wie es Warburg, Negelein | 








—— 


und Posener') bei anderen Organen in Abwesenheit von Zucker ge- 
funden haben. Auch wurde bei ihnen die starke Ammoniakausscheidung 
des Carcinomgewebes und der Retina durch Stickstoff auf etwa die 
Halfte herabgesetzt. Im Muskel ist bei Abwesenheit von Oxydationen 
(Stickstoff oder Zusatz von n/1000 KCN zur Ringerlésung) die Ammo- 
niakabspaltung ahnlich, manchmal noch stirker herabgesetzt und darf . 


') Diese Zeitschr. 152, 309, 1924. 
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daher wohl zur Hauptsache als Ausdruck der Eiweiboxydation auf- 
gefaBt werden. Rechnet man, da durchschnittlich bei der Eiweib- 
verbrennung auf 8 bis 10 Atome verbrauchten Sauerstoffs ein Molekiil 
NH, abgespalten werden, so ist die Eiweibverbrennung allerdings 
nicht erheblich, sondern wiirde nur etwa 10 Proz. der Atmung aus- 
machen. (Zur direkten Abspaltung von NH, tritt noch solcher, der 
durch Soja-Urease frei gemacht wird (Harnstoff). Dessen Zunahme 
bei der Atmung betragt ungefahr die Halfte der direkten N H,-Bildung. 
so daB danach etwa 15 Proz. der Atmung auf Eiweib entfallen). Diese 
Ammoniakabspaltung aber wird ebenso wie durch Traubenzucker auch 
durch Milchsiure und Brenztraubensaure sehr stark herabgesetzt, noch 
stirker als durch KCN bzw. Stickstoff, wihrend atmungsunwirksame 
Stoffe, wie Alanin, Asparagin und Glycerinsiure nahezu ohne Einflul 
sind. Dies ist besonders bei Alanin und Asparagin bemerkenswert, weil 
eine Desaminierung derselben eine starke Steigerung der Ammoniak- 
bildung hervorrufen wiirde, wie wir es in der Tat in der Leber finden 
(s. Kapitel VI). Andererseits verdriingen offenbar Milchsiiure und 
Brenztraubensiiure auf dem Wege tiber Zucker das EiweiB aus der 
Verbrennung. 
Methodik. 

Die Ammoniakbestimmungen nahmen wir nach der Folinschen Vor- 
schrift fiir kleine Ammoniakmengen vor, wobei wir abnlich den Angaben 
von Warburg, Negelein und Posener verfuhren. Stets wurae auBer der 
Fliissigkeit auch das Gewebsstiick mit auf Ammoniak bearbeitet, indem es 
in n/10 Salzsaure (fiir forensische Zwecke, ammoniakfrei) rasch zerdriickt 
wurde. Die Suspension wurde dann mit Natriumwolframat versetzt und 
unter weiterer Zugabe von HC] kongosauer gemacht und auf 10 cem auf- 
gefiillt. Nach Abzentrifugieren >;vird ein aliquoter Teil der Fliissigkeit in 
den Folinschen Kolben gefiillt, nach Vorschrift mit Natriumcarbonat 
alkalisiert und das Ammoniak in eine Vorlage_ iibergetrieben. Die 
Nesslerisierung geschah in einem Dubosqschen Kolorimeter mit Lummer- 
Brodhunschem') Wiirfel mit Tageslichtlampe. Die Genauigkeit betrigt 
bei unseren Mengenverhialtnissen etwa 5 bis 8 Proz. der Messungen. 

Der Anfangsgehalt des Zwerchfells von Hungerratten an Ammoniak 
ist ziemlich konstant und betragt 0,20 bis0,25 10- °g N H, pro Milligramm 
Trockengewicht. Unter Zugrundelegung dieses Anfangsgehalts wurde die 
Ammoniakzunahme am Versuchsende festgestellt und pro Gramm und 
Stunde berechnet. In reiner Ringerlésung betrigt die stiindliche 
Ammoniakbildung 0,04 bis 0,10 mg pro Gramm Trockengewicht und 
Stunde, bei 5 bis 10 mg Sauerstoffverbrauch pro Gramm und Stunde. 
Um die Ammoniakabspaltung mit dem Sauerstoffverbrauch zu ver- 
gleichen, beriicksichtigten wir, da®B bei reiner EiweiBverbrennung pro 
10mg Sauerstoff (= 7 ccm), wie es ungefihr dem Qo, -Wert unserer Ver- 


1) S. Abderhaldens Handb. d. biochem, Arbeitsmethoden 1, 650. 
Biochemische Zeitschrift Band 157. 39 
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suche entspricht, 1 mg N H, abgespalten werden miiBte, wihrend wir nur 
ein Zehntel hiervon finden. Bei gefiitterten Ratten ist die NH,- 
Abspaltung noch erheblich geringer. In diesen Versuchen wurden 
die Zwerchfellstiicke feucht vor Beginn des Atmungsversuchs ge- 
wogen, um eine Ammoniakabspaltung beim Trocknen zu_ ver- 
hindern. Daher werden die Q-Werte relativ etwas zu klein, weil 
in den tibrigen Versuchen in 4 bis 6 Stunden ein Gewichtsverlust von 


Tabelle XIII. 


Ammoniakabspaltung im Rattenzwerchfell bei der Atmung. 





Pr S ~ ee | ad 
pe Bete _ 133/45! 
> > = = o oe = A S| 
Slelebl 43/22/65 | € | 
Nr. Datum ¥ = : = g Zusiatze efi #= {|S & |e, 
*|/ 6 |84/ £ Ssiefifg-1/3/ ° 
BA is ae S4| 54 | .3/ 8 | 
3 = = & fs) as | xB 5 | 
oe HP eR aie" 24/18 
1925 mg 10-6g 10-64 mg |10-6g 5 mg |cmm) 
1 5.1L. 67 3,0 0,250 | 4h30’ — 57 495 0106 313 6,72 
Traubenzucker 50 | 0.25 0005 234) 5,72 
Milchsoure 60 | 06 0012 288) 588 
Brenztraubensaure | 52 | 1,15 0.027 275) 6,48 
2 6.I1F.) 28,0 1,26 0,250 6 — 87 3,1 0105 129) 44 
KCN 37 | 15 0087 — — 
Traubenzucker 3606«1.2 = «0.080 232) «5.85 
Brenztraubensiure 34,4 0.7 0.017 310 8,97 
3 10.11. 51 | 2,1 0,245 5 30 — 51 30 0060 233 455 
Brenztraubensiure 53 O14 O.008 314 5,95 
4 11. IT. 35,8 1,35 021 (5 — 33 2,15 0072 242 8,08 
Brenztraubensiure 33 0.65 0.022 344 115 
5 13.11.40 20 0270 6 _— 562 (24 (0,042) 177) 3,13 
— 44 21 0044 110 23 
~- 41 3,05 0068 Ill 2,45 
KCN 38 04 00009 — — 
Milchsaure 46 0,10 0002 265 64 
6 16.11, 46 | 1,95 023 5 30 -- 28 (255 0.091 174 62 
Milchsaure 39 |} O85 0.025 315) 75 
Alanin 39 | 235 0,070 244 6,25 
7017.0—| — — |450 — 38 (22 0.060 296) 81 
Glycerinsaure 519/15 0082 369 7,4 
8 /18.11.;—' — | — [5 _ 37 | 24 0071 203 60 
Brenztraubensiure (48 1,55 0,035 332 7,6 
9 20.11.62 1,7 0,155 30 — 44 (13 0065125 6,25 
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Asparagin 848 8.05 | 0.095 195) 23 
Asparagin + KCN 714 55 |0077 —)| — 
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15 bis 20 Proz. stattfindet, der hier nicht beriicksichtigt ist. Dab die 
Ammoniakabspaltung regelmaBig erfolgt, ist in dem Doppelversuch 4 
der Tabelle XIII zu sehen. Es wird hier durchschnittlich in den zweiten 
24%, Stunden ebensoviel NH, abgespalten wie in den ersten. 


VI. Vergleichende Versuche iiber die Atmung und Kohlehydratsynthese 
der Warmbliiterleber. 

Wihrend iiber die Atmung und Kohlehydratsynthese der Leber 
in einer spateren Arbeit genauer berichtet werden soll, teilen wir bereits 
hier eine Reihe von Versuchen mit, die den Einflu®B der in den vorigen 
Abschnitten untersuchten Stoffe auf die Atmung der Leber behandeln. 
Die Wirkung der Milchsiure und Brenztraubensaure auf die Leberzelle 
stimmt mit der auf den Muskel vollstindig iiberein, und zwar ergibt 
sich wieder, daB Milchsiure eine geringere, Brenztraubensiiure eine 
erhebliche Steigerung der Atmung der Leberzellen der Ratte herbei- 
fiihrt. Auch hier finden wir eine geringe anaerobe und eine gesteigerte 
aerobe Bildung von Extrakohlensiure aus Brenztraubensiure, wobei 
der respiratorische Quotient unter Abzug der carboxylatisch gebildeten 
Kohlensiure gleich 1,3 ist. Es entspricht dies wiederum einer Kohle- 
hydratsynthese. In der Tat sprechen einige vorliufige Kohlehydrat- 
bestimmungen in der Leber dafiir, daB der Kohlehydratgehalt unter 
dem Einflu8 von Milchsiure und Brenztraubensiiure in Gegenwart 
von Sauerstoff zunimmt. Wahrend wir ebenso wie Warburg und 
Minami') fiir die Leberzellen ernahrter Ratten durchschnittlich ein Qo. 
von etwa 10 finden (10 ccm Sauerstoff pro Gramm Trockengewicht 
und Stunde), ist dieser Wert bei Ratten, die bereits 2 oder 3 Tage vor 
dem Versuch gehungert haben, haiufig kleiner. In diesem Falle wirkt 
schon Traubenzucker meist steigernd und ergibt fiir die Zeit von 2 bis 
3 Stunden einen mittleren G-Wert von 9,4 (statt 7,8 ohne Zusatz). 
Fiir Milchsaure erhalt man im Durchschnitt 12,3, fiir Brenztrauben- 
siure 14,9. Dabei ist die AtmungsgréGe von der Konzentration der 
Brenatraubensiure wenig abhangig: Fiir drei verschiedene Konzen- 
trationen: 0,018 n, 0,036 n und 0.072 n ergaben sich in einem Versuch 
Qo,- Werte von 16,3, 14,9, 14,9, wahrend der Wert ohne Zusatz 9,0 
betrug. Es ist in der Tabelle XIV zunichst ein Vergleich der Qp,-Werte 
fiir Traubenzucker, Milchsiure und Brenztraubensiure wiedergegeben, 
wobei zur Hauptsache Ratten, die 2 bis 3 Tage gehungert hatten (in 
der Tabelle mit ,,h“‘ bezeichnet), verwandt wurden. Die Leber derselben 
enthalt, wie Stichproben zeigten, etwa 1 bis 2 Proz. Glykogen. Die 
Konzentrationen der zugesetzten Stoffe betrugen n/50 bis n/100. 
Die Leberschnitte von 0,2 bis 0.4mm Dicke wurden in der gleichen 


1) Warburg und Minami, diese Zeitschr. 142, 334, 1923. 
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Ringer-Phosphatlésung suspendiert wie das Zwerchfell. Die py, dic 
etwa 7.5 betrug, anderte sich wahrend des Versuchs nicht merklich. 
Spater stellte sich heraus, dab die Atmung der Leberzellen in Serum 
betrichtlich gréBer als in gepufferter Ringerlésung ist, und zwar 
durch einen EinfluB des Serumeiweibes. Doch wurde in der vor- 
liegenden Arbeit von dieser Feststellung noch kein Gebrauch gemacht. 


Tabelle XIV. 
\tmungyssteigerung der Leberzellen durch Traubenzucker, Milchsiiure und 
Brenztraubensaure. 





Ernahrungs- ‘ mit 0 t 
Ne Petom eed Oe zane | @Qacine TOR | tome “Be 
1924/25 h hungernd) zuc«Ker traubensaure 
1 6X1. f Ih 9.2 - _ 14,4 
2 2.1L. f 1 30’ 10,0 -—- 11,4 11,5 
3. 4.1L h 3 59 —_ — 11,1 
4 6.11. h 3 10,4 11,9 — — 
S$) 7.0. h 3 7,1 12,2 17,3 
6 || 9. I. h 2 9.0 11,25 -- 16,3 
14,9 
14.9 
7) 9. IL. h ° 2 5,6 7,2 12.5 -- 
8 | 19. II. h 2 9,1 -— -- 14,6 
9 17,11. h 2 8,95 93 - — 
Durchschnitt bei hungernden Ratten 78 94 12.3 14.9 


Mit der Froschleber war die carboxylatische Spaltung der Brenz- 
traubensdure ebenso wie die aerobe Bildung von Extrakohlensiure 
nicht deutlich. Dagegen lieB sich an den Leberschnitten der Ratten 
in gleicher Weise wie am Zwerchfell beides quantitativ verfolgen. 
Auch hier wurde zur Berechnung der Kohlensiurebildung das Gewicht __ 
des Gewebes auf das im Sauerstoffversuch benutzte Gewebestiick um- : 
gerechnet und dieser Wert in der Tabelle angefiihrt. | 

| 


Tabelle XV. 


Bildung von Extrakohlensiure in der Leber bei Gegenwart von 
Brenztraubensiure. 





. : v ;, | Extrakohlensiure 
. Datum roche | Veo Atmos Oy, CO, weap pro g Troccen- P 
Nr. substanz | suchs- ophire ratorischer gewicht und Std. LO. 
1924/25 mg zeit cmm | cmm Quotient ccm 
1 6. XI. 8,55 3h oO, 343 455 1,32 44 13,3 
3,67 N, — 6 _ 0,55 — 
3 11.1. 342 | 3 oO, 105 160 1,52 5,35 10,3 
3,88 N, _ 21 — 18 —_— 
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Nun aber verhalt sich die Atmung der Leberzellen in einem Punkte 
anders als die des Muskels. AuBer Brenztraubensiure und Milchsiure 
rufen noch verschiedene andere der im vorigen Abschnitt gepriiften 
Substanzen eine deutliche Steigerung der Atmung hervor. Es sind dies 
nach den bisherigen Feststellungen vor allem: Asparagin, etwas 
schwiicher Alanin, Glycerinsiure und vielleicht auch Glutaminsiure 
und Tyrosin, wihrend Glykokoll, Dioxyaceton, Glycerinaldehyd, 
Glycerin entweder nicht oder nur sehr schwach wirksam sind. Die 
Steigerung der Atmung durch Aminosduren und Amide verdient wohl 
ein besonderes Interesse. Sie entspricht offenbar der sogenannten 
..spezifisch-dynamischen Wirkung des EiweiBes, die bereits Graham 
Lusk) auf die Fahigkeit gewisser Aminosiuren, Zucker zu_bilden, 
zuriickzufiihren suchte. Wenn nach der Desaminierung dieser Stoffe 
Zucker gebildet wird und dann die Aminosiuren erst nach Synthese 
zu Zucker verbrannt werden, so ist diese Atmungssteigerung nichts 
anderes als die durch Milchsiure oder Brenztraubensiure erzeugte, 
die mit der Kohlehydratsynthese dieser Sauren gekoppelt ist. In der 
Tat zeigt sich weiterhin, daB im Gegensatz zum Muskel die Leber eine 
starke Abspaltung von Ammoniak aus einzelnen Aminosauren hervorruft. 
Wihrend sich bei Asparagin kein deutlicher Unterschied zwischen 
Sauerstoff und Stickstoff ergab, ist die Spaltung bei Alanin in Sauerstoff 
doppelt bis dreimal so groB*). Die Spaltung selbst verliuft also schon 
zum Teil anaerob, aber der desaminierte Stoff ist dann atmungswirksam. 
Tatsachlich reicht die so entstandene Menge desselben aus, um den ganzen 
Mehrverbrauch an Sauerstoff zu bestreiten. Der Umstand, daB® hier 
wiederum die Ammoniakabspaltung in Stickstoff nicht unterbleibt, aber 
durch Sauerstoff erheblich ges‘eigert wird, spricht dafiir, daB ein ahnlicher 
Vorgang auch der spontanen Abspaltung des Ammoniaks zugrunde 
liegt, die wir oben am Zwerchfell beschrieben haben und die Warburg. 
Negelein und Posener vor allem bei den stark glykolysierenden Geweben, 
dem Carcinom und der Retina, gefunden haben, und die sich in dieser 
Beziehung ebenso verhalt. In der Tabelle XVI ist zunichst die Atmungs- 
gréBe bei Zusatz verschiedener steigernder Substanzen angefiihrt und 
in der darauf folgenden einige Versuche tiber die Ammoniakabspaltung 
wiedergegeben. 

Das Ammoniak wurde nur in der Lésung bestimmt, da angenommen 
werden konnte, daB es aus den diinnen Gewebsschnitten vollstandig 
in die Lésung iibertritt. In einigen Versuchen der Tabelle XVIL wurde 


1) Graham Lusk, Journ. of biol. Chem. 18, 155, 1912; 20, 555, 1915; 
Csonka, ebendaselbst 20, 539, 1915. 

*) Bereits S. Lang, Hofmeisters Beitriage 5, 321, 1904 stellte fest, dab 
der Amid-N, von Asparagin und Glutamin besonders leicht durch ver- 
schiedene Gewebe abgespalten wird. 














zur Vervollstandigung der Anaerobiose ebenso wie in Tabelle XIII aube 


488 O. Meyerhof, K. Lohmann u. R. Meier: 
Tabelle X VI. 
Atmungssteigerung durch glycerinsaures Na und Aminosiéuren. 
Er te, Qo,, mit | ; ; Qo,, mit 
wr Datum ” ben Qo, ohne Gy utine £0, rr 0, ~ p-.. Ive 
1925 zustand auer Zusatz = saurem Na Asparagin Alanin eiuse 
l 4. II. h 3h 5,9 — - 13,3 _ 
2 6. 11. h 3 10,4 -- - 12,5 
3 7 3a h 3 30’ 7,06 _ 10,1 - 
+ 9. II. h 2 5,6 — ~- 11,1 _ 
5 12,11. h 2 10,45 10,4 — _ — 
6} 37. I. h 2 8,95 — 15,6 - 11,4 
7° 18.10. | h y 10,1 _- 14,1 11,6 12,0 
8 | 20, II. h 2 8,7 12,6 10,85 — 88 
9) 21.11. f 2 8.4 98 — — — 
10, 22. IT. h 2 9,05 13,0 — — 10,3 
Durchschnitt: 8.47 11,45 13,5 11,9 10,6 


Stickstoff auch Blausiurezusatz verwandt; da das Cyanid selbst eine 
geringe Menge Ammoniak enthielt, wurde sie in diesen Fallen in 


Abzug gebracht’). 


Ammoniakabspaltung aus Amiden und 


Tabelle XVII. 


Aminosiiuren durch Lebergewebe. 





Datum 


Versuchszeit 
5 Trockengewicht 


1925 


2.0 
4,06 
5,6 

444 
4,99 
3,63 
5,92 
4,37 
4,48 
5,10 
3,36 
4,08 
4,69 
4,64 
5,49 


1 | 20, IT.) 2 


bo 


21.11.) 2 


te 


3 21.11. 


te 


4 23. IT. 


5 25.11. 2 


Benutzter Zusatz 


\sparagin 
Asparagin 
Asparagin 
Asparagin + KCN 
Alanin 
Alanin + KCN 
Alanin 
Alanin + KCN 
Alanin 
Alanin 
Asparagin 
Asparagin 


Konzentration 
des Zusatzes 


0,02 n 


0,02 n | 


0,02 n 
0,02 n 
0,02 n 
0,02 n 
0,02 n 
0,02 n 


0,02 n | 


0,02 n 


0,02 n | 


0,02 n | 


Atmosphire 


NH, gebildet 


10-6 g 


0,75 
16,5 
10 
91 
7,6 
93 
45 
14 
3.0 
1,42 
2.35 
5,95 
24 
12,5 
13.7 


ct 
= rey 
= 7) 
a i 
cg |&4 
| = ==: 
ze 
Zz F 
mg cmm 
0138 50.3 
2.06 88,0 
0.10 s4 
1,02 — 
0.76 12] 
1.28 — 
036 132 
0,16 — 
033 95 
eu | — 
0350 50,5 
0,730 = =679.5 
0256 — 
13) 88 
1,23 -—— 


£0. 


=| 


\=| 


©! 
| 2m 


— 
ou 


10, 


') Weitere Versuche mit anderen Aminoséuren ergaben, daB von 
allen gepriiften Alanin am meisten NH, abspaltet, Tyrosin, Phenylalanin 


ergeben wenig, 
N H;. 


tlykokoll, Leucin, Asparaginsiiure keine deutliche Menge 
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Bereits in der vorlaiufigen Mitteilung unserer Versuche wurde 
darauf hingewiesen, daB insbesondere die Synthese der Brenztrauben- 
saure mit verschiedenen, am ganzen Warmbliiterorganismus erhobenen 
Befunden in Zusammenhang steht. Vor allem haben P. Mayer') 
sowie Dakin und Janney*) eine Zuckerbildung nach Brenztrauben- 
siurezufuhr beobachtet; andererseits stellten Rona und Neukirch® 
fest, daB Glucose in ihrer Wirkung auf Herz- und Darmmuskulatur 
durch Brenztraubensiure ersetzt werden konnte. Eine Assimilation 
der Aminosauren auf diesem Wege kann jedoch, wie aus unseren Ver- 
suchen hervorgeht, der isolierte Muskel nicht vollbringen, sondern 
offenbar nur die Leberzelle. Ob die Synthese auf dem Wege iiber 
Milchsiure oder Brenztraubensiure erfolgt, mu vorliufig dahingestellt 
bleiben. 

Wir danken Herrn Walter Schulz fiir seine Hilfe bei der Ausfiihrung 
der Versuche. 

Zusammenfassung. 

1. Durchstrémt man Froschschenkel von den GefiBen aus mit 
milchsiurehaltiger, sauerstoffgesattigter Ringerlésung, so nimmt der 
Glykogengehalt der durchstrémten Schenkel gegeniiber den nicht oder 
mit reiner Ringerlésung durchstrémten symmetrischen Schenkeln zu. 

2. Der Mechanismus dieser Kohlehydratsynthese laBt sich durch 
Einlegen von Froschmuskeln in milchsiurehaltige Lésung und gleich- 
zeitige Messung des Sauerstoffverbrauchs studieren: Die Atmung der 
Muskeln steigt in Lactatlésung um 50 bis 150 Proz., und gleichzeitig 
wird die Milchsiure zu Kohlehydrat synthetisiert. Das Verhiltnis: 


gesamte Milchsiure verschwunden : let ; 
, der ,,Oxydationsq uotient* der Milch- 


Milchsaureaquivalente oxydiert 
saure, ist im Durchschnitt 4,33, genau wie bei der Erholung des Muskels. 
Der Erholungsmechanismus ist damit klargestellt: Die Erholung wird 
durch nichts anderes als durch das angehiufte Lactat veranlabt 
Andererseits sinkt die Atmung bei Zunahme der H-lonenkonzentration. 

3. Von allen sogenannten Zuckerbildnern des Organismus ist allein 
die Brenztraubensaure imstande, die Milchsiure zu ersetzen. In Brenz- 
traubensdurelésung steigt die Atmung wie in Milchsiurelésung, und der 
Kohlehydratgehalt der Muskeln nimmt in demselben oder noch héherem 
Mabe zu. Vergleicht man Kohlehydratsynthese und Extrasauerstoff, 
so laBt sich in Analogie zu den Milchsiureversuchen ein Oxydations- 
quotient von etwa 5 berechnen, ganz ahnlich wie im vorigen Falle. 
Bei der Synthese der Brenztraubensiure findet eine Reduktion statt : 


') P. Mayer, diese Zeitschr. 40, 441, 1912; 49, 486, 1913. 
*) Dakin und Janney, Journ. of biol. Chem. 15, 177, 1913. 
%) Rona und Neukirch, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 148, 285, 1912. 
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entsprechend wird ein Uberschu8 an Kohlensiure gebildet. Uberdics 
wird die Brenztraubensiure auch anaerob carboxylatisch gespalten. 
Der gemessene respiratorische Quotient, der titrierte Verlust an Brenz- 
traubensaure, die carboxylatische Spaltung und die Kohlehydrat- 
synthese geben eine annihernd iibereinstimmende Bilanz der Brenz- 
traubensiureumwandlung. Allerdings verschwindet auch etwas Brenz- 
traubensaure durch unbekannte Nebenreaktionen. 

4. Die Energetik der Synthese der Brenztraubenséure 1a4Bt sich 
auf Grund der Bestimmung der Umsatzwirmen der Brenztraubensiure 
behandeln. Die Verbrennungswirme, die von Dr. Blaschko bestimmt 
wurde, ergibt sich zu 3172,4 Cal pro 1 g, die Lésungs- und Verdiinnungs- 
wirme zu 51,7Cal. Es folgt daraus, daB pro Kubikzentimeter bei 
der Reduktion eingesparten Sauerstoffs 5,25 Cal absorbiert werden, 
wahrend bei der Oxydation von Glykogen 5,07 Cal pro Kubikzentimeter 
Sauerstoff gebildet werden. Bei einem Extraverbrauch von Sauerstoff 
kann daher nahezu beliebig viel Brenztraubensiure synthetisiert 
werden, ohne daB die Warmeténung der Reaktion erheblich herabgeht. 
Auch falls die Synthese iiber Acetaldehyd fiihrt, gilt ahnliches. Dic 
Verbrennungswarmen geléster Brenztraubensiure und gelésten Acet- 
aldehyds sind fast genau gleich; die carboxylatische Spaltung mui} 
daher ohne Warmeténung verlaufen. 

5. Im Warmbliitermuskel (Zwerchfell) sind dieselben Erscheinungen 
nachzuweisen. In Gegenwart von Milchsiure und Brenztraubensiure 
ist die Atmung fiir viele Stunden konstant und gegeniiber der 
Norm gesteigert. Es ergibt sich in Ringer-Phosphatlésung fiir die Zeit 
von 4 bis 6 Stunden ein durchschnittlicher Qo,-Wert (Kubikzentimeter 
O, pro Gramm Trockengewicht und Stunde) von etwa 5 bis 6, in Gegen- 
wart von Milchsaure von 7,5, von Brenztraubensaiure von 9,7. Ebenso 
wird Extrakohlensiure aus Brenztraubensiure gebildet. 

Bei der Atmung des ausgeschnittenen Zwerchfells in reiner 
Ringerphosphatlésung wird Ammoniak abgespalten und Harnstoff 
gebildet, was, als EiweiBverbrennung gedeutet, etwa 15 Proz. der 
Gesamtatmung entsprechen wiirde. Diese Ammoniakabspaltung wird 
ebenso wie durch Zusatz von Traubenzucker durch Zusatz von Brenz- 
traubensiure und Milchsiure auf einen Bruchteil herabgedriickt. 
Ferner ist sie auch in Stickstoff erheblich herabgesetzt. Andererseits 
sind andere sogenannte Zuckerbildner ganz oder nahezu wirkungslos, 
ebenso wie sie keinen Einflu8 auf die Atmung haben. Das gilt ins- 
besondere auch fiir Aminosiuren. 

6. Hinsichtlich der Wirkung der Milchsiure und Brenztrauben- 
siure verhalt sich die Warmbliiterleber wie der ausgeschnittene Muskel. 
Bei der Leber von Hungerratten steigt der Qp,-Wert in Ringerlésung 
fiir eine Atmungszeit von 2 bis 3 Stunden, der ohne Zusatz 7.8 betrigt, 
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in Gegenwart von Zucker auf 9,4, von Milchsiure auf 12,3, von Brenz- 
traubensiure auf 14,9. Andererseits wird die Atmung der Leberzellen 
auch durch andere Stoffe, insbesondere durch einzelne Aminosiuren 
erhéht, wobei eine Desaminierung stattfindet. Vor allem ist das Saure- 
amid Asparagin und Alanin untersucht; die Ammoniakabspaltung ist 
mit Alanin dreimal, mit Asparagin zehnmal so hoch wie ohne Zusatz; 
die erstere wird ebenfalls durch Stickstoff stark herabgesetzt. Dies 
Verhalten erklirt vorziiglich die sogenannte ,,spezifisch-dynamische 
Wirkung des EiweiBes, indem die desaminierten Aminosiuren in 
Gegenwart von Sauerstoff auf dem Wege iiber Milchsiure oder Brenz- 
traubensaure zu Kohlehydrat synthetisiert werden. 








Untersuchungen iiber extrahepatogene Gallenfarbstoffbildung 
an iiberlebenden Organen. 


IV. Mitteilung: 
Untersuchungen an der iiberlebenden Milz von mit Collargol und kolloidalem 
Eisen behandelten Hunden. 


Von 


Z. Ernst und J. Forster. 


(Mitteilung aus der I. medizinischen Klinik der k. ungarischen Pazmany- 
Péter- Universitat. ) 


( Eingegangen am 3. Marz 1925.) 


Die Rolle des reticulo-endothelialen Apparats in der extrahepa- 
togenen Gallenfarbstoffbildung wurde von Mc Nee und Lepehne erkannt. 


Lepehne wies in seinen grundlegenden Experimenten nach, daB die 
Funktionen der Zellen des reticulo-endothelialen Apparats nach Auf- 
stapelung von fremden Stoffen aufhéren. So verursacht bei Tauben nach 
Behandlung von Collargol eine As H,-Vergiftung keinen Ikterus, da die 
Gallenfarbstoffbildung der Kupferzellen in der Leber durch das darin 
aufgestapelte Collargol verhindert wird. Die von Lepehne gefundenen 
Resultate wurden auch von anderen bestitigt. Laut Lppinger bekommt 
ein mit kolloidalem Eisen intravenéds behandelter Hund nach Toluylen- 
diaminvergiftung keinen Ikterus. Ebenfalls aus Eppingers Experimenten 
geht hervor, daB mit Cholesterin gefiitterte Kaninchen nach ‘Toluylen- 
diaminvergiftung nicht aniimisch werden. Marin fand, daB nach Behandlung 
mit Collargol auf As H,-Vergiftung der Blutbilirubingehalt bei Tauben und 
Hunden nicht ansteigt, waihrend er ohne Collargolbehandlung immer eine 
Steigerung aufweist. Neuestens hat Klek nachgewiesen, daB nach Sattigung 
des reticulo-endothelialex Apparats durch Kolloideisen die Bilirubin- 
ausscheidung eines Gallenfistelhundes beinahe giinzlich aufhért. Es sind 
aber auch in groBer Zahl Experimente mit den entgegengesetzten Re- 
sultaten vorhanden, die da zeigen, daB die Sattigung der reticulo-endo- 
thelialen Zellen durch Kolloidstoffe nicht immer einen Einflu® auf die 
Gallenfarbstoffbildung hat. So fand auch Lepehne selbst, daB beim 
Kaninchen trotz Splenektomie und reichlicher Collargolbehandlung dic 
As H,-Vergiftung Ikterus verursacht. HKosenthal und Melchior konnten 
aber trotz histologisch kontrollierter maximaler Sattigung des reticulo- 
endothelialen Apparats nicht finden, daB sich die durch Fazes ausgeschiedene 
Menge des Gallenfarbstoffs verringert hiitte. Nach Bieling und Isaac 
kann der nach Injizieren von Hamolysin auftretende Ikterus durch vor- 
angehende Siattigung von Kolloideisen nicht verhindert werden; der [kterus 
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stellt sich sogar nach Milzexstirpation und Sattigung der reticulo-endo- 
thelialen Zellen mit derselben Intensitit ebenso schnell ein, wie beim 
normalen Tiere. Rosenthal und Fischer wiederholten die mit Toluylendiamin 
durchgefiihrten Experimente Eppingers und machten die Beobachtung, 
da8 die Vergiftung mit Toluylendiamin beim Hunde trotz Sattigung durch 
Kolloideisen Ikterus verursacht. Diese letzteren Experimente weisen 
darauf hin, daB die Sattigung des reticulo-endothelialen Apparats mittels 
Kolloidstoffen auf die normale und pathologisch gesteigerte Gallenfarbstoff- 
bildung keinen EinfluB hat. Daraus schlieBen Rosenthal und Fischer, 
Rosenthal und Melchior, Bieling und Isaac, daB entweder durch Siattigung 
die Funktion des reticulo-endothelialen Apparats nicht gehindert wird, 
d. h. es werden die Zellen in der Deutung nach Lepehne nicht ,,blockiert* 
oder aber, vorausgesetzt, daB die ,,Blockierung** zustande kam, spielt der 
reticulo-endotheliale Apparat bei der Gallenfarbstoffproduktion keine 
bedeutsame Rolle. Die Begriffe .,Siattigen** und ,,Biockieren*’ wurden 
bisher als identisch betrachtet ; der histologisch wahrgenommenen Sattigung 
der reticulo-endothelialen Zellen durch Kolloidkérnchen und der 
.. Blockierung** wurde dieselbe Bedeutung zugesprochen, und zwar das Aus- 
bleiben der Funktionen. Dies ist aber nicht richtig, denn die in die Zellen 
aujgenommenen Kérnchen verhindern nicht notwendigerweise die Funktion 
der anderen Protoplasmateile. Einige Funktionen werden natiirlich verhindert , 
<0 Ist es leicht verstindlich, das z. B. die mit Silberkérnchen ganzlich 
ausgefiillte Zelle schon wegen Platzmangel keine roten Blutkérperchen 
phagocytieren kann, wie dies Lepehne bemerkte. Aber kleinere Kérnchen 
kénnen auch noch durch diese gesittigte Zelle aufgenommen werden, wie 
durch die von Rosenthal, Moses und Petzal, ferner Petrof/ mit mehreren 
Stoffen nacheinander ausgefiihrten Sattigungsversuche bewiesen wurde. 
Die Ausfiillung der Zelle durch einen Fremdstoff wirkt auf die chemischen 
Funktionen nicht notwendigerweise lihmend. Hier kénnen vielleicht auch 
die chemischen Ejigenschaften des die Zellen ausfiillenden Fremdstoffs 
eine Rolle spielen, worauf schon Rosenthal und Melchior aufmerksam 
machten. Es ist leicht, sich vorzustellen, daB von den zum Sattigen benutzten 
Stoffen der eine infolge seiner chemischen Eigenschaften irgendwelche 
Funktion der reticulo-endothelialen Zellen hemmt, wihrend ein anderer, 
chemisch mehr indifferenter Stoff keine derartige Wirkung ausiibt. Es 
ist sogar moglich, daB diese chemische Wirkung bloB bei der einen Tier 
gattung zur Geltung kommt, bei einer anderen nicht. Vielleicht ist dies 
die Erklairung der .vielen Widerspriiche, die sich be! den sogenannten 
.,Blockierversuchen” ergeben. Wir finden kaum zwei soleche Versuche, iin 
denen bei der gleichen Tiergattung ein und derselbe Koiloidstoff und ein und 
dasselbe ikterogene Gift verwendet wurde. Und wo all diese Voraussetzungen 
iibereinstimmen, wie bei Eppinger sowie in den Experimenten von Rosen- 
thal und Fischer, dort liegt die Ursache des Widerspruchs in den verschiedenen 
Beobachtungsmethoden. Beide priiften die Wirkung von Toluylendiamin 
bei normalen und vorher mit Eisen behandelten Hunden, doch wihrend 
Eppinger die durch Gallenfistel entleerte Menge von Gallenfarbstoff fest- 
stellte, untersuchten Rosenthal und Fischer den Blutbilirubingehalt. Nach 
Eppinger steigt die Gallenfarbstoffausscheidung beim normalen Hunde 
nach Toluylendiaminvergiftung betrichtlich an, bei den mit Eisen be 
handelten Hunden aber nicht. Daraus folgert Eppinger, daB zum Ent- 
stehen des Toluylendiaminikterus die Funktion des retieulo-endothelialen 
Apparats notwendig ist. Rosenthal und Fischer beobachteten den Blut- 
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bilirubingehalt und fanden zwischen dem Toluylendiaminikterus normaler 
und vorher mit Eisen behandelter Hunde keinen Unterschied. Dies spricht 
ihrer Meinung nach gegen die ikterogene Funktion des _ reticulo - endo- 
thelialen Apparats. Die vorher erwaihnten Experimente von Elek kliren 
einigermaBen diese widersprechenden Resultate auf. Er untersucht in 
diesen Experimenten die Wirkung der Eisenbehandlung auf die Gallen- 
farbstoffausscheidung und auf den Bilirubingehalt eines Gallenfistelhundes. 
Nach seinen Beobachtunyen verringert sich nach der Eisenbehandlung die 
Ausscheidung des Gallenfarbstoffs auf kurze Zeit, oder sie hérte sogar voll- 
kommen auf. Zu gleicher Zeit erscheint dennoch im Blut und Urin entweder 
gar kein Bilirubin oder nur in minimaler Menge. Laut EHlek schlieBt dies 
die Gallenfarbstoffretention als Ursache der verminderten Ausscheidung 
aus; seiner Meinung nach sprechen seine Experimente fiir die Auffassung 
Aschoffs, Jaut welcher die Gallenfarbstoffproduktion im reticulo-endo- 
thelialen Apparat vor sich geht. Nach griindlicher Durchsicht der Versuche 
von Elek kénnen wir seine Folgerungen nicht annehmen. Er fiihrte insgesamt 
vier Versuche aus: Unter diesen (im Faile Nr. 2) fallt die Bilirubinaus- 
scheidung schon vor Beginn der Behandlung von einem Tage auf den 
anderen von 450 auf 54, am nichsten Tage auf 39 und steigt in den ersten 
Tagen der Eisenbehandlung von neuem auf 160, dann auf 306. Wahrend 
der weiteren Behandlung verindert sich die Bilirubinausscheidung ebenso 
unregelmiBig, fallt aber nicht unter den vor Beginn des Versuchs kon- 
statierten Wert. Die Eisenbehandlung anderte also in diesem Falle an der 
Ausscheidung des Gallenfarbstoffs nichts. Bei einem zweiten Versuch 
scheint sich die Gallenfarbstoffausscheidung unter der Wirkung der Be- 
handlung zu verringern, die Beobachtung dauerte aber eine zu kurze Zeit, 
und darum ist auch dieser Versuch vorsichtig zu werten. In zwei folgenden 
Experimenten verringerte sich die Gallenfarbstoffausscheidung wiahrend 
der Beobachtung wirklich in hohem MaBe, dabei steigt aber der Blut- 
bilirubingehalt bedeutend. So steigt im Experiment 3 der Blutbilirubinwert 
auf 2,2'), im Experiment 4 auf 4, und verbleibt wahrend der ganzen weiteren 
Zeit der Beobachtung auf diesem hohen Werte. Dies ist keine minimale 
Quantitit — wie es Elek nennt , sondern eine ausgepriigte Erhéhung. 
Es ist eigentiimlich und auf Grund unserer bisherigen Kenntnisse schwer 
za verstehen, daB im Experiment 3 trotz des hohen Bilirubingehalts im 
Urin verhaltnismaiBig wenig Bilirubin vorhanden war. Es ist bekannt, 
daB das Hundeblut normal kein Bilirubin enthalt, da der Schwellenwert 
der Bilirubinausscheidung bei dem Hunde sehr niedrig ist. Im Harn des 
Hundes erscheint Bilirubin schon bei so niedrigem Bilirubinwerte des Blute-. 
daB er auch mit der empfindlichsten Diazoreaktion kaum nachweisbar 
ist. Wenn aber'das Blutbilirubin einen Wert von 0,5 bis 1,0 mg erreicht, 
ist im Harn sehr viel Bilirubin nachweisbar. Dies beobachteten wir in 
friiheren Versuchen auch bei mit Phenylhydrazin vergifteten Hunden, 
wo bei einem Blutbilirubinwert von 0,6 bis 0,9 mg der Urin wegen seines 
groBen Bilirubingehalts dunkelbraun gefairbt war. Im Versuch 4 von Elek, 
wo das Blutbilirubin noch héher steht als bei Experiment 3, ist eine Unter- 
suchung des Urins auf Bilirubin nicht erwihnt. Nach dem Gesagten miissen 
wir es fiir sehr wahrscheinlich halten, daB der Harn auch bei diesen 


') Wahrscheinlich 2,2 mg. In der Tabelle ist namlich nicht erwahnt, 
ob die Bilirubinwerte in Milligrammen oder in Bilirubineinheiten ausgedriickt 
sind. 
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Experimenten Bilirubin enthielt. Der Bilirubingehalt war nicht nur in 
diesen zwei Experimenten, sondern auch in den Experimenten | und 2 
erhéht. Der erhéhte Bilirubinwert zeigt jedenfalls darauf hin, da hier 
Gallenfarbstoffretention vorhanden war. Aus Eleks Experimenten geht 
also folgendes hervor: Nach Eisenbehandlung vermindert sich die Gallen- 
farbstoffausscheidung und zugleich steigt das Blutbilirubin entschieden an. 


. 


Daraus folgt, daB nach Eisenbehandlung infolge eines bisher unbekannten 
Vorganges die Ausscheidung des Gallenfarbstoffs eine Stérung erleidet 
und Gallenfarbstoffretention eintritt; demnuach wird der Widerspruch 
vwischen Eppinger sowie Rosenthal und Fischer vielleicht verstiindlich. 
Eppinger sieht bei mit Eisen behandelten Hunden nach Toluylendiamin. 
vergiftung keine Steigerung der Gallenfarbstoffausscheidung; dies liegt 
daran, dab, wie es Elek nachwies, sich die Gallenfarbstoffausscheidung 
nach Eisenbehandlung vermindert. Rosenthal und Fischer finden bei 
Toluylenvergiftung mit Eisen vorbehandelten Hunden keinen niedrigeren 
Bilirubinwert, als bei Hunden, die nicht mit Eisen behandelt wurden 
Die Ursache hiervon ist — wie aus Eleks Beobachtungen hervorgeht P 
daB auch die Eisenbehandlung selbst den Bilirubinwert erhdht. 

Aus dem Besprochenen geht klar hervor, daB die Frage der 
..Blockierung des reticulo-endothelialen Apparats viel schwerer zu 
beurteilen ist, wie es nach den ersten Versuchen von Lepehne und 
Eppinger erscheint. Die Experimente von Elek wiesen darauf hin, 
daB die Sattigung mittels Eisens auch auf die Gallenfarbstoffaus- 
scheidung EinfluB haben kann, also auf einen solchen Faktor, welcher 
bei den bisherigen ,, Blockierungsversuchen“ auBer acht gelassen wurde. 
Es ist auch wahrscheinlich, daB nicht nur die streng genommen zum 
reticulo-endothelialen Apparat gehérenden Zellen Bilirubin erzeugen, 
sondern vielleicht auch noch andere Zellen. Darauf deutet auch die 
im Subarachnoidealraum und im subkutanen Bindegewebe nach 
Blutungen eintretende BiUrubinbildung hin (Leschke, H.v.d. Bergh, 
Johan), im Organismus stehen wir also viel komplizierteren Verhilt- 
nissen gegeniiber und miissen mit dem Zusammenspiel viel zu vieler 
Faktoren rechnen, als daB all diese Experimente einheitlich und deutlich 
erklarbar waren. 

Wir wollten zur Klairung dieser Frage einigermaen beitragen und 
untersuchten ,deswegen im Zusammenhang mit unseren friiheren Ver- 
suchen an iiberlebenden Hundemilzen, welche Wirkung die Sattigung 
mit Kolloidstoffen auf die Bilirubinproduktion ausiibt. Diese Methode 
schien zur Untersuchung der Frage geeignet, weil die Versuchsbedin- 
gungen viel einfacher sind als im Organismus, wo die Ausscheidung 
des Bilirubins und auch andere noch unbekannte Faktoren mitwirken. 
Bei der isolierten Milz haben wir nur mit wenig Zellarten zu rechnen, 
und die Bilirubinausscheidung, ferner andere noch unbekannte Faktoren 
iiben auf das Endresultat des Versuchs keinen EinfluB aus. Wir be- 
handelten Hunde mit Collargol und Eisen intravenés. Im _ vorge- 
schrittenen Stadium der Behandlung nahmen wir die Milz heraus und 
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durchstrémten sie auf dieselbe Weise wie in unseren friiheren Experi- 
menten im Brodieschen Apparat. Die Kolloidbehandlung wurde so 
lange fortgesetzt, bis sich bei den Hunden die Zeichen des Unwohlseins 
bemerkbar machten. Das Unwohlsein auBerte sich in Mattigkeit, 
Appetitlosigkeit, dann Dyspnoe und in plétzlich auftretender Schwache. 
Als wir die ersten Zeichen dieser Symptome wahrnahmen, trachteten 
wir, die Milzentnahme mdéglichst bald auszufiihren. In zwei Fallen 
aber trat die Entkriftung der Tiere so plétzlich auf, dab der eine Hund 
wenige Stunden vor der geplanten Milzentnahme, der andere aber 
unmittelbar davor verendete; der Durchstré6mungsversuch wurde 
natiirlich nicht ausgefiihrt. — Die Durchstrémung geschah mit defi- 
briniertem Blute, von dem wir einen kleinen Teil (6 bis 8 cem), ebenso 
wie in unseren friiheren Versuchen, auch hier vorher mit destilliertem 
Wasser himolysiert hatten. Wir fiihrten im ganzen drei Experimente aus, 
und zwar waren zwei Hunde mit Collargol und einer mit Ferrum oxydatum 
saccharatum vorbehandelt. Zur Behandlung benutzten wir 2,5proz. 
Collargol und eine 50 gew.-proz. Ferrum oxydatum saccharatumlésung, 
welch letztere beilaufig 1,5 bis 2 Proz. Eisen enthielt. Die die Versuche 
betreffenden Daten haben wir in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 
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Zu den einzelnen Versuchen miissen wir noch folgendes bemerken: 
Bei dem Versuch | sind beim SchluB des Versuchs im Fettgewebe 
viele punktférmige und ausgebreitete Blutungen zu sehen; an den von 
Blutungen freien Stellen ist das Fettgewebe von gelber Farbe, und darin 
ist auch chemisch Bilirubin nachweisbar. Bei Versuch 2 ist das Fett- 
gewebe nicht gelb und chemisch bilirubinfrei. Am Ende der Unter- 
suchung haben wir auch den Silbergehalt der Milz festgestellt. Sie 
enthielt 130 mg Silber, also beilaufig den neunten Teil der verabreichten 
Menge (1620 mg). Im Versuch 3 war das Fettgewebe trotz ausgeprigter 
Bilirubinproduktion am Ende der Untersuchung nicht gelb. 

Wir miissen noch erwahnen, da am Ende der Durchstrémung 
das Blut in keinem Versuch so stark himolysiert war wie in unseren 
friiheren normalen und Phenylhydrazinversuchen. Das Volumen der 
Blutkérperchen machte beiliufig die Halfte des Blutes aus, wahrend 
es in unseren friiheren Versuchen nur ein vierter bis achter Teil war 
Ferner enthielt das Blutserum in unseren gegenwiartigen Versuchen 
nur so viel oder kaum etwas mehr Himoglobin, als dem von uns himo- 
lysierten Blute entsprach. Hingegen war in unseren Normalversuchen, 
wenn auch nicht immer, so doch sehr oft das Blutserum am Ende des 
Versuchs von dem vielen aufgelésten Himoglobin beinahe undurch- 
sichtig. Diese hochgradige Himolyse schrieben wir friiher der himo- 
lysierenden Wirkung des Apparates zu. Aber eben die hier erwahnten 
Erfahrungen machten uns darauf aufmerksam, daB bei der Himolyse 
vielleicht auch die Milz irgend eine Rolle spielt. Leider haben wir den 
Grad der Himolyse und das Blutkérperchenvolumen weder in den 
friiheren, noch in den jetzigen Versuchen bestimmt, und darum wagen 
wir nicht, die Himolyse af die eventuelle himolysierende Wirkung 
der Milz zu beziehen, sondern wollen die Frage in weiteren Versuchen 
untersuchen. 

Die Milz war in allen drei Fallen maBig vergréBert und ihre Farbe, 
von der normalen etwas abweichend, eher etwas griiulich. Die histo- 
logische Untersuchung — die von Dr. Stephan Siimegi ausgefiihrt 
wurde — zeigte in allen drei Fallen im groBen und ganzen dasselbe: 
die Pulpa war auBerordentlich blutreich, die GefiBe mit roten Blut- 
kérperchen strotzend gefillt. Der gréBte Teil der Reticulumzellen ist 
vergroéBert und voll von braunlichgelben Pigmentkérnchen. Stellen- 
weise sind weniger Pigment enthaltende Reticulumzellen, sehr sparlich 
sogar auch pigmentfreie Zellen zu sehen. Auber den phagocytierten 
Kérnchen sind solche auch frei zwischen den Zellen zu sehen. Die 
Malphigischen Follikel enthalten kein Pigment. Stellenweise sind in 
den Kapillaren mit Pigmentkérnchen gefiillte, abgestoBene Zell- 
konglomerate zu sehen. Nach der histologischen Untersuchung ist 
also die Milz mit Collargol oder Eisen vollstandig gesittigt. Die hoch- 








498 Z. Ernst u. J. Forster: 


gradige Hyperamie war von der Durchstrémung verursacht, die Milz 
schwillt nimlich hier ebenso wie in unseren friiheren Untersuchungen 
wahrend der Durchstrémung augenscheinlich an. 


Auffallend ist es, daB wir in allen drei Fallen im Blute Bilirubin- 
spuren gefunden haben (in 100 ccm unter 0,2 mg), wihrend das Blut 
normaler Hunde niemals Bilirubin enthalt. Hlek fand in seinen vorher 
erwahnten Versuchen ebenfalls Bilirubin im Blute der eisenbehandelten 
Hunde, sogar in viel gréBerer Quantitit als wir. Infolge der Sattigung 
durch Kolloidstoffe erscheint also im Blute der Hunde auch laut unserer 
Versuche Bilirubin. Die Erklirung dieser Erscheinungen versuchten 
wir schon oben, als wir die Experimente von Hlek besprochen haben. 
Leider haben wir versiumt, den Harn unserer Hunde auf eventuellen 
Gallenfarbstoffgehalt zu priifen, da wir am Anfang dem Bilirubin- 
gehalt des Blutes keine Aufmerksamkeit schenkten. 


Wahrend der Durchstrémung hat sich der Bilirubingehalt des Blutes 
in einem Falle in geringerem Mabe, in den anderen zwei Fallen aus- 
gepragt vermehrt. Die zwei Collargolversuche vergleichend, sehen wir, 
daB im zweiten Versuch, wo wir mehr Collargol injizierten als im ersten, 
die Bilirubinproduktion kleiner ist als im ersten. Wenn wir als Mab 
der Sattigung die injizierte Collargolmenge annehmen, und wenn man 
aus nur zwei Versuchen einen Schlu®B ziehen diirfte, miiBten wir aus 
dem Vergleich der zwei Versuche dahin schlieBen, daB die Sattigung 
die Bilirubinproduktion vermindert. Das histologische Bild aber zeigte 
in beiden Fallen eine gleich starke Sittigung, und deswegen konnte 
die Differenz in der GréBe der Bilirubinproduktion nicht durch einen 
verschiedenen Sittigungsgrad bedingt werden. Die GréBe der Bili- 
rubinproduktion war iibrigens in unseren friiheren Normalversuchen 
auch ziemlich ungleich; daher diirfen wir annehmen, da8 vielleicht 
verschiedene individuelle Eigenschaften der Versuchstiere den Unter- 
schied zwischen Versuch 1 und 2 verursacht hitten. Der Mittelwert 
des in den drei Versuchen produzierten Bilirubins entspricht dem Durch- 
schnittswert der Bilirubinproduktion einer normalen itiberlebenden 
Milz. Unsere Versuche beweisen also, daB die vorhergehende Sdltigung 
mit Kolioidsilber oder Eisen auf die Bilirubinproduktion der iiberlebenden 
Hundemilz keinen Einflup hat. 


Das Ausbleiben der hemmenden Wirkung der Sattigung kénnen 
wir auf verschiedene Art deuten. Die eine Erklirung ware, daB das 
Bilirubin von jenen Zellen erzeugt wird, welche kein Kolloid aufstapeln. 
Solche kolloidfreie Zellen haben wir bei der histologischen Unter- 
suchung hier und da beobachtet. Pfeiffer und Standenath wiesen darauf 
hin, daB die reticulo-endothelialen Zellen nicht gleichmaBig Kolloide 
in sich aufnehmen. Laut ihren. Untersuchungen lagern sich Eisen- 
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kérnchen je nach der Qualitat der verwendeten Lésung einmal mehr 
in dem einen, ein anderes Mal in dem anderen Organ ab, sogar auch 
in ein und demselben Organ in verschiedenen Zellengruppen. Von 
diesem Gesichtspunkt aus betrachtet, ist die Dispersitét der Lésung 
von besonderer Wichtigkeit. Zellen, die das Kolloid nicht aufspeichern, 
sind aber in unseren Versuchen von so geringer Zahl, daB es schwer 
fallt, die Bilirubinproduktion gianzlich diesen Zellen zuzuschreiben. 
Es ist auch nicht ausgeschlossen, da an der Bilirubinproduktion nicht 
nur die Reticulum- und Endothelzellen, sondern auch die Pulpazellen 
einen Anteil haben. Jener Umstand nimlich, daB in den reticulo- 
endothelialen Zellen phagocytierte rote Blutkérperchen und auBerdem 
gelbes und griines Pigment beobachtet wurde, ist noch nicht geniigend 
zum Beweis dessen, dab die Umwandlung des Hamatins in Bilirubin 
nur hier geschieht. Nach der anderen und vielleicht wabrscheinlicheren 
Erklirung hemmt die Sattigung nicht die in den gesittigten Zellen 
verlaufende Bilirubinproduktion. Dieser Auffassung begegnen wir 
neuerlich in der Literatur immer 6fter. Von besonderer Bedeutung 
sind in dieser Hinsicht die Untersuchungen von Moellendorf/, der 
feststellte, daB die sich bei vitaler Firbung ablagernden Farbenkérnchen 
nicht in die lebenden Teile des Protoplasmas, sondern in den sich 
zwischen denselben befindlichen Saftkanilchen befinden. Letztere 
werden bei vitaler Fiarbung in Form von Kérnchen sichtbar. Diese 
Teile des Protoplasmas sind fiir das Leben und fiir die Funktionen 
der Zelle nicht wichtig, und die darin sich ablagernden Kérnchen ver- 
hindern nicht die Funktion der tibrigen Zellteile. Die Untersuchungen 
von Moellendorff rechtfertigen also eigentlich jene Ansicht, dal die 
Sattigung nicht notwendigerweise ,,Blockierung verursacht. Nach 
neueren Untersuchungen kénnen die in den Zellen abgelagerten Kérnchen 
die Zelltatigkeit auch lebhafter machen. So haben einige Forscher 
nach Kolloidsattigung die Steigerung bestimmter, den reticulo-endo- 
thelialen Zellen zugeschriebener Funktionen beobachtet. Rosenthal 
und Fischer sahen die Himolysinproduktion bei Kaninchen nach Milz- 
exstirpation und Sattigung darch Eisen nie sinken, sondern eher steigen. 
Laut Pfeiffer und Standenaht erhalt das seiner Milz beraubte Kaninchen, 
das in diesem Zustande Pricipitin kaum produziert, durch Tusch- 
behandlung seine pricipitinerzeugende Fahigkeit im vollen Grade zuriick. 
Aus dieser Tatsache schlossen Pfeiffer und Standenaht darauf, dab die 
Speicherung keine ,,Blockade‘‘ verursacht, sondern vielmehr als 
funktioneller Reiz wirkt. Zu ahnlicher Folgerung gelangt Rdsler, der 
nach Tuschinjektion auf Grund der Blutuntersuchung eine Knochen- 
markreizung feststellte. Die Sittigung verursacht also nicht not- 
wendigerweise einen Ausfall der Funktionen, sondern sie kann manchmal 
auch zur Steigerung derselben fiihren. 
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Die Sattigung wirkt also nicht immer gleichartig auf die gesattigten 
Zellen. Aschoff halt es auch fiir méglich, daB die Sattigung die eine 
Funktion der Zellen lahmt und die andere gleichzeitig steigert. In 
unseren Versuchen erwies sich die Sattigung als vom Standpunkt der 
Bilirubinproduktion vollkommen indifferent. Natiirlich diirfen wir 
nicht verallgemeinern. Es ist méglich, daB bei anderen Tierarten 
unter anderen Versuchsbedingungen die Sattigung die Bilirubin- 
produktion hemmt oder vielleicht steigert. 

Obige Betrachtungen sind bei der Beurteilung solcher Versuche 
von Wichtigkeit, welche die Frage der extrahepatogenen Bilirubin- 
bildung durch die Methode der Kolloidsattigung zu entscheiden bestrebt 
sind. Mit Riicksicht darauf, da8 wir heute noch nicht wissen, welche 
Wirkung die Sattigung auf die Bilirubinproduktion ausiibt, kénnen 
wir die Methode der Sattigung nicht zur Untersuchung der Frage, ob 
es extrahepatogene Bilirubinproduktion gebe oder nicht, fiir geeignet 
halten. 

Zusammenfassung. 

Die Milz eines mit Kolloidsilber oder Eisen intravenés vor- 
behandelten Hundes produziert in demselben Mafe Bilirubin wie die 
Milz eines normalen Hundes. 

Die Versuche mittels ,, Blockade“ sind zur Entscheidung der Frage 
der extrahepatogenen Bilirubinbildung nicht geeignet. 
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